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A B  R E V  I A T U R A S
P8: proteina 8
DNA: âcido desoxirribonucleico
RNA: âcido ribonucleico
poli (dA-dT): âcido polidesoxiadenilico-desoxitimi-
dilico (doble cadena) 
poli A: âcido poliadenîlico
ATP: adenosin trifosfato
DNasa: desoxirribonucleasa
RNasa: ribonucleasa
DMEM: medio esencial minimo de Eagle modificado por
Dulbecco
PBS: soluciôn salina tamponada con fosfato
SSC: soluciôn salina citrato
TL: tampôn de lavado
TLSAB: tampon de lavado con seroalbûmina de bovino
SAB: seroalbûmina de bovino
TCA: âcido tricloroacetico
SDS: dodecil sulfato sôdico
NP40: nonidet P40
EDTA: etilén diamino tetraacetato
Tris : tri-hidroximetil-aminometano
TEMED : N,N,N'N'-tetrametiletilendiamina 
Butil-PBD: 2-(4'-t-butilfenil)-5-(4"-bifenil)-1,3,4- 
oxidiazol 
PPO: 2,5-difenil-oxazol
dimetil POPOP: 1,4-bis 2 (-metil-5-fenil-oxazolil)-
benceno.
cpm: cuentas por minuto
rpm: revoluciones por minuto
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La diferenciaciôn celular es el resultado de 
la interacciôn del genoma de las células con el me­
dio ambiente o, dicho de otro modo, es un proceso de 
activaciôn e inhibiciôn génicas' - que esté contrôla 
do por una gama de microambientes, que va desde la 
poblaciôn celular al gen. Este proceso, que conduce 
a la diversidad de células especializadas en los or- 
ganismos superiores, implica una transcripciôn selec 
tiva de regiones diferentes del DNA cromosômico to­
tal, para producir las poblaciones de RNA caracterîs- 
ticas de los diferentes tipos celulares. Esta utili- 
zaciôn del genoma, selective y parcial, ocurre a pe­
ser del hecho de que todas las células somâticas pro- 
cedentes de un mismo huevo contienen la misma dota- 
ciôn de genes, que en muchos casos es suficiente para 
especificar la formaciôn de un organisme entero (1).
Esta claro ahora que las células individuales 
suprimen la transcripciôn de gran parte de su DNA 
(2), mientras que activan selectivamente un numéro re 
lativamente pequeno de genes necesarios para la sîn- 
tesis, el ensamblaje, el procesamiento y las modifica 
clones postsintéticas de los enzimas y proteinas es-
tructurales caracterîsticos del tipo celular y de la 
especie. Esto es évidente al considerar la naturaleza 
limitada de sus RNA transcrites (2-4). En el curso 
del desarrollo embrionario y en el crecimiento, dife­
rentes series de genes son activadas o reprimidas en 
respuesta a seriales programadas procédantes del nû- 
cleo, del citoplasma, de la membrana celular y del me 
dio ambiente.
El control de la divisiôn celular puede consi- 
derarse como un caso particular del fenômeno general 
de la diferenciaciôn celular, de importancia bâsica 
para el estudio y comprensiôn de ésta, El ciclo celu­
lar de una célula eucariôtica es una progresiôn orde- 
nada e interdependiente de cambios biosintéticos y 
morfolôgicos que eventualmente culminan en la divisiôn 
celular. Las fluctuaciones sistemâticas en la activi­
dad celular que ocurren a lo largo del ciclo celular 
son dependientes en ûltimo extreme de las variaciones 
de la actividad genêtica o transcripcional que pueden 
ocurrir como respuesta a cambios ambientales a nive­
lés supra o subcelular (5-7).
La evoluciôn de los organismes unicelulares 
a pluricelulares ha exigido, por otra parte, la apa-
riciôn de pautas muy précisas de control para la si- 
tuaciôn espacial y la velocidad de multiplicaciôn de 
sus células diferenciadas. Una célula especializada 
determinada no crece en cualquier sitio en un orga­
nisme pluricelular, sine que esta restringida a te- 
ner como entorno solamente ciertos tipos de células, 
y a proliferar sôlo después de haber recibido una 
senal especîfica que indica que se necesitan mâs cé­
lulas de este tipo para el crecimiento ordenado o pa 
ra el mantenimiento del organisme complete. Cualquier 
alteraciôn en las rutas a lo largo de las cuales se 
transmiten esas senales, puede conducir a una de las 
muchas formas anormales de crecimiento que se cono- 
cen con el nombre colectivo de cancer. El cancer es 
pues, la propiedad de crecimiento descontrolada que 
da lugar a las masas localizadas de células de un so­
lo tipo, llamadas tumores.
A) CARACTERI STICAS DEL CRECIMIENTO DE LINEAS CELULA­
RES NORMALES Y TRANSFORMADAS POR VIRUS.
El uso de los cultivos de tejidos ha permitido 
un avance considerable en el estudio de la regulaciôn 
de la multiplicaciôn celular y del cancer, al ser po­
sible crecer células normales y cancerosas fuera del
Iorganisme, con la simplificaciôn en la manipulaciôn 
y en el control de las condiciones externas que esto 
lleva consigo. En ciertos casos, se han podido obte- 
ner cultivos constituidos por un sôlo tipo de célula 
con un tiempo de generaciôn constante y con capaci- 
dad de crecer indefinidamente in vitro, que se han 
denominado lineas celulares establecidas.
Debido a la facilidad de su manejo experimen­
tal, su potencialidad de crecimiento, y la posibili- 
dad de sincronizaciôn y obtenciôn de cantidades con­
siderables de material, las lineas celulares estable­
cidas se han utilizado como un modelo sencillo en el 
estudio de varios campos de la biologîa de animales 
superiores, taies como el cancer (8), la virologîa 
(9), la inmunologîa (10) , la neurobiologîa (11), y la 
biologia del ciclo celular. Este ûltimo ha sido abor- 
dado desde distintos puntos de vista : teôrico (12) , 
genético (13) y bioqulmico. El anâlisis bioquîmico 
del ciclo celular ha incluîdo estudios acerca del con 
trol de la sîntesis de DNA (14,15), RNA (16) y pro­
teina (17), de los cambios en las propiedades de la 
membrana celular (18) y de la regulaciôn genêtica del 
proceso de la proliferaciôn celular. A continuaciôn 
describiremos brevemente las caracterlsticas del cre-
cimiento in vitro de las lineas celulares estableci­
das, tanto normales como transformadas por virus on­
cogênicos.
1.- Control del crecimiento en llneas celulares esta­
blecidas .
Los cultivos de llneas celulares establecidas, 
al contrario que los organismos unicelulares que cre- 
cen exponencialmente hasta que se agota algûn compo- 
nente nutritive esencial del medio de cultive, mues- 
tran ciertas formas de control del crecimiento : asl, 
las células epiteliales o fibroblâsticas crecen expo­
nencialmente adhiriéndose al fonde de la plaça de cuj. 
tivo hasta que, al hacerse dense el cultive, la velo­
cidad de divisiôn disminuye, llegando a detenerse por 
complete en algunos casos. Esta inhibiciôn coincide 
con un cambio de la morfologla celular hacia formas 
mâs compactas, impuesto por el contacte entre las cé­
lulas. La inhibiciôn del crecimiento no estâ causada 
por un agotamiento o modificaciôn del medio de culti­
ve, ya que también ocurre si el medio se renueva con- 
tinuamente (19). Por otra parte, dicha inhibiciôn es 
reversible, ya que las células recuperan su maxima 
velocidad de divisiôn cuando se subcultivan a menores
densidades celulares (20, 21, 22).
Este fenômeno fue denominado originalmente por 
Todaro y Green (2 3) inhibiciôn por contacte de la di­
visiôn celular y posteriormente Dulbecco (24) empleô 
el término de topoinhibiciôn del crecimiento para de- 
signar el mismo fenômeno.
En un sentido mâs amplio, el fenômeno anterior 
mente descrito se ha denominado también inhibiciôn 
del crecimiento dependiente de la densidad celular 
(25), o inhibiciôn del ciclo celular (26).
Los estudios encaminados a establecer las cau­
sas de la inhibiciôn del crecimiento dependiente de la 
densidad han dado lugar a cierta controversia acerca 
de la influencia relativa del contacte entre las célu­
las y de los factores del medio de cultive. Estâ claro 
que la velocidad de divisiôn celular depende en gran 
medida de las condiciones del medio, que a su vez va- 
rîan con el nûmero de células y con el tiempo que per- 
manece sin ser renovado. La divisiôn llega a inhibirse 
parcialmente a medida que se produce âcido lâctico y 
el pH del medio de cultive disminuye (27,28). Las cé­
lulas también producen otras sustancias inhibidoras
(29), y ciertas células producen factores que estimu- 
lan la divisiôn (30). De los ingredientes suministra- 
dos con el medio fresco, los factores estimuladores 
de la divisiôn mejor conocidos son ciertas macromolé- 
culas del suero (31). La adiciôn de suero fresco a un 
cultive estacionario da lugar a una estimulaciôn de la 
divisiôn celular. Una vez que las células han agotado 
los factores del suero, la velocidad de la divisiôn 
se reduce o cesa completamente hasta que se anade de 
nuevo suero fresco (32) . Asî mismo, distintas clases 
de hormonas, taies como la insulina (33) y los gluco- 
corticoides (34) estimulan el crecimiento de células 
en cultive, lo que sugiere que estas hormonas pueden 
jugar un papel regulador de la proliferaciôn celular 
in vivo.
Por otra parte, el uso de cultivos de células 
a las que se renueva constantemente el medio de culti­
ve, ha permitido demostrar que el contacte intercelu- 
lar es un déterminante primario de la inhibiciôn de 
la divisiôn celular en el caso de células de tipo epi- 
telial, mientras que en células de tipo fibroblâstico, 
el contacte y la formaciôn de una monocapa celular in- 
fluencian la toma de nutrientes del medio de cultive.
inhibiendo de forma indirecta el crecimiento celular 
(19, 35, 36).
2.- Transformaciôn celular por virus oncogênicos.
Ciertos virus animales que contienen DNA y 
RNA como material genético producen una conversiôn o 
transformaciôn de las células normales en células que 
poseen nuevas propiedades, incluyendo un potencial 
neo^ïâsico.Estas propiedades nuevas se transmiten he- 
reditariamente de forma estable a todas las células 
de la progenie (37).
El mécanisme de la adquisiciôn de algunas pro­
piedades nuevas es simple, como la ganancia, por par­
te de células incapaces de producir timidina kinasa, 
de la informaciôn genêtica viral para la sîntesis de 
este enzima (38). Otras consecuencias de la transfor- 
maciôn son mâs complejas, como la conversiôn de una 
célula normal en otra con potencial oncogénico; en 
este caso, se modifican varias propiedades de la cé­
lula, se desarrolla un nuevo fenotipo, y se expresan 
ciertas funciones virales, confiriendo a la célula 
transformada una serie de caracterlsticas morfolôgi- 
cas, de crecimiento y bioquîmicas que la diferencian
de la célula normal. Estas caracterlsticas se aseme- 
jan a las propiedades que manifiestan las células 
aisladas de tumores cuando se cultivan in vitro. Asî 
mismo, el hecho de que las células transformadas sean 
capaces de inducir la formaciôn de tumores cuando se 
inoculan en huéspedes adecuados (39) , sugiere que la 
transformaciôn celular in vitro por virus oncogênicos 
es un proceso similar al de la adquisiciôn de la ma- 
lignidad por las células de un organisme.
Las células transformadas en cultive suelen 
crecer hasta densidades celulares muy altas, en unas 
condiciones en que el crecimiento de las células no 
transformadas correspondientes estâ limitado por el 
suministro de los factores macromoleculares del sue­
ro. Esto sugiere que las células transformadas pre- 
sentan un mener requerimiento por los factores de 
crecimiento del suero (40). Por otro lado Todaro y 
Green encontraron que, aûn en presencia de exceso de 
suero, las células no transformadas de la lînea esta- 
blecida de fibroblastos de ratôn 3T3 cesaban de divi- 
dirse a baja densidad celular. Por el contrario, por 
infecciôn con un virus tumoral como el SV40, apare- 
cîan colonias de células transformadas que contihuaban
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creciendo despuês de que las cêlulas habîan formado 
una monocapa (41,42). En general, se ha observado 
que las cêlulas transformadas son menos sensibles a 
la topoinhibiciôn del crecimiento que sus correspon- 
dientes cêlulas normales (24), por lo que alcanzan 
densidades de saturaciôn mas altas, y frecuentemente 
forman colonias densas y focos de cêlulas entrecruza- 
das y apiladas unas sobre las otras (37). Asî mismo, 
las cêlulas transformadas muestran una mayor indepen- 
dencia con respecto al pH del medio de cultivo que 
las cêlulas normales, admitiendo una gama mas amplia 
de valores de pH (27).
Los fibroblastos de cultivos primaries y las 
cêlulas de muchas lîneas establecidas necesitan fijar 
se a una superficie sêlida para poder crecer, y por 
lo tanto, no pueden dividirse cuando se suspenden en 
un medio liquide o en un gel de agar o metil-celulosa 
(43). Esta propiedad fue denominada por Stoker "mul- 
tiplicaciôn dependiente de anclaje" (44) . Por el con­
trario, las cêlulas transformadas muestran una mener 
adherencia al fonde de la plaça de cultivo, y no tie- 
nen un requerimiento tan absolute de fijarse a un so- 
porte sôlido para crecer (45). En esta propiedad se basaron
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MacPherson y Montaigner (46) para desarrollar un mé- 
todo selective de ensayo para la transformaciôn de fi­
broblastos de la lînea establecida BHK, por el virus 
del polioma. Este mêtodo utiliza la capacidad que tie 
nen las cêlulas transformadas de crecer en agar blan- 
do. Las cêlulas que forman colonias en la capa de 
agar presentan las propiedades de cêlulas transforma­
das : poseen antigènes virales, crecen hasta altas 
densidades de saturaciôn, tienen un requerimiento re- 
ducido de suero y forman tumores cuando se inyectan 
en animales apropiados.
En relaciôn con esta propiedad de las cêlulas 
transformadas, cabe mencionar que les fibroblastos en 
cultivo poseen una especie de esqueleto interne en el 
citoplasma, formado por una estructura compleja de ha- 
ces de fibras que confieren rigidez a la cêlula, per- 
mitiendo su anclaje al sustrato, y que, al mismo tiem 
po, juegan un papel importante en la motilidad celu- 
lar (47). Recientemente, mediante el use de têcnicas 
de inmunofluorescencia, se ha encontrado que las fi­
bras que componen esta estructura estân formadas por 
tubulina, actina, raiosina y otras proteinas contracti­
les (47,48,49). Al mismo tiempo se ha observado que
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las cêlulas transformadas presentan un patrôn distin- 
to en la estructura de este esqueleto, que es mucho 
mas difuso que el de las cêlulas normales, lo cual 
podrla relacionarse con su menor capacidad de adhe­
rencia al fondo de la plaça (50,51).
En opinion de muchos investigadores la membra- 
na plasmâtica puede desempenar un papel esencial en 
el reconocimiento cêlula-cêlula y en el control del 
crecimiento celular. Esto es évidente si tenemos en 
cuenta que cualquier agente externo que estimula o 
inhibe la divisiên celular (factores del suero,nutrien- 
tes, inhibiciôn por contacto, etc), debe necesaria- 
mente interaccionar como primera condiciôn con la 
membrana celular. Esto ha determinado que sea dicha 
membrana la primera estructura subcelular sometida 
a un estudio comparative exhaustive a nivel bioquîmi- 
co y estructural en cêlulas normales y transformadas.
De esta manera se ha demostrado la importancia 
de las proteinas de la membrana en el reconocimiento
cêlula-cêlula y en la inhibiciôn por contacto del cre-
/
cimiento celular. Asi, se ha encontrado una glicopro- 
teina de alto peso molecular en la membrana de cêlu­
las normales, que se halla expuesta al medio externo.
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pero que no se detecta en cêlulas transformadas (52) . 
Un tratamiento suave con tripsina destruye esta pro- 
teîna y estimula a su vez el crecimiento de las cêlu­
las normales.
Por otra parte, un estudio comparativo de la 
aglutinaciên de ambos tipos de cêlulas por distintas 
clases de lectinas (aglutininas), ha permitido obser­
ver que las cêlulas transformadas son mucho mâs sen­
sibles a las aglutininas que las cêlulas no transfor 
madas (53,54) , y que êstas son mâs fâcilmente agluti- 
nadas durante la mitosis que en la interfase, mien- 
tras que las transformadas presentan una mayor aglu- 
tinabilidad durante la interfase (55). Se viô, sin 
embargo, que ambas clases de cêlulas fijan la misma 
cantidad de lectinas, pero en las cêlulas transforma­
das estas molêculas se encuentran agrupadas en peque- 
nas zonas de la membrana celular, mientras que en las 
normales estân distribuîdas uniformemente por toda la 
membrana plasmâtica (56).
Por otro lado, se ha visto tambiên que ciertos 
antîgenos especificos de virus estân présentes en la 
membrana de las cêlulas transformadas, al mismo tiem­
po que se produce un desenmascaramiento de antîgenos
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embrionarios en la superficie celular (37).
En la tabla A se resumen las modificaciones 
inducidas por virus que forman parte del fenotipo 
de las cêlulas transformadas.
TABLA A . Propiedades fenotîpicas de las cêlulas 
transformadas por virus.
Conversiôn morfolôgica 
Densidad de saturaciôn aumentada 
Crecimiento en medio agotado 
Crecimiento en agar blando
Mayor aglutinabilidad por lectinas vegetales
Sintesis de nuevos antîgenos
Sîntesis de RNA especîfico del virus
Sîntesis de nuevos enzimas
Inmortalidad
Oncogenia
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A pesar de todos los cambios que ban sido de- 
tectados en las cêlulas transformadas por virus, no 
se tiene today!a una idea clara de los mecanismos 
por los cuales el virus modifica la expresiôn de tan- 
tas propiedades celulares. Hasta ahora no ha sido 
aislada una posible"proteîna transformante" codifica- 
da por el virus, que cause por sî sola la conversiôn 
de una cêlula normal en una cêlula transformada. En 
1972, Levine y Burger (57) postularon un mecanismo 
para explicar el mantenimiento del estado transfor- 
mado por los virus DNA, SV40 y polioma. Esta hipôte- 
sis sugiere que los virus DNA codifican una proteina 
que causarîa la iniciaciôn de la sîntesis del DNA ce 
lular en un lugar diferente del punto normal de ini­
ciaciôn. De esta forma, la sîntesis del DNA celular 
estarîa desfasada, lo cual podrîa modificar los meca­
nismos normales de control de la sîntesis de RNA men- 
sajero y de proteîna.
B) INTERACCION PROTEINA-DNA.
Hasta aquî, hemos resumido las caracterîsticas 
del crecimiento de las lîneas celulares establecidas
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Y los factores que controlan la divisiôn celular,asî 
como las alteraciones que presentan las cêlulas trans­
formadas en los mecanismos de control. De lo dicho 
anteriormente, parece claro que hay una serie de fac­
tores externes e internes que regulan el crecimiento 
celular. Tanto la replicaciôn del DNA, como la trans- 
cripciôn selective del mismo, dependen en ûltimo ex­
treme de mecanismos dinâmicos complejos que implican 
la participaciôn de proteînas relacionadas con el mé­
tabolisme del DNA, ya sean proteînas con actividades 
enzimâticas (DNA-Polimerasas, RNA-Polimerasas, etc) 
o proteînas reguladoras que modulan la actividad de 
esos enzimas. Muchas de estas proteînas ejercen su 
funciên reguladora a travês de una interacciôn mâs o 
menos especîfica con ciertas secuencias del DNA. En 
los cases documentâdos hasta la fecha, ha quedado bien 
establecido que las interacciones entre proteînas y 
âcidos nucleicos controlan la expresiôn organizada 
del genoma en el métabolisme celular, la divisiôn y 
el desarrollo (58).
Desde un punto de vista funcional, las proteînas 
que interaccionan con el DNA pueden dividirse en aque- 
llas que facilitan la transferencia de informaciôn y 
aquellas que la inhibai(el têrmino transferencia de in-
17
formaciôn se utiliza en un sentido general que incluye 
no solamente la transcripciôn, sino también la transfe 
rencia de informaciôn de DNA a DNA, como en la replica­
ciôn y en la recombinaciôn). Ambas clases funcionales 
de proteînas pueden ser subdivididas en aquellas que in­
teraccionan con secuencias especîficas de nucleôtidos y 
las que interaccionan con el DNA de una forma no especî­
fica de secuencia. Como ejemplos de proteînas que faci­
litan la transferencia de informaciôn, se puede citar 
el comportamiento en la iniciaciôn de la transcripciôn 
del complejo RNA-Polimerasa-promotor, como un prototipo 
de la subclase especîfica de secuencia, mientras que la 
proteîna del gen 32 del fago T4 puede tomarse como re­
presentative del grupo no especîfico de secuencia. El 
represor de la lactosa de Escherichia coli proporciona 
un ejemplo excelente de una proteîna especîfica de se­
cuencia que inhibe la transferencia de informaciôn, mien­
tras que las histonas y protaminas de las cêlulas euca- 
riôticas sirven para ilustrar la subclase de proteînas 
inhibidoras de la transferencia de informaciôn no espe­
cîfica de secuencia (58).
A continuaciôn resumiremos brevemente los casos 
mejor estudiados de la interacciôn de proteînas con el 
DNA en organismes procariôticos, y a continuaciôn pasa- 
remos a estudiar el problema de dicha interacciôn en las 
cêlulas eucariôticas.
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1.- Interacciôn proteîna-DNA en organismes procariô­
ticos .
a) El represor de la lactosa de E. coli
El represor de la lactosa (lac) de Escherichia 
coli es una de las primeras proteînas con afinidad por 
el DNA que ha sido posible estudiar detalladamente 
desde el punto de vista genético y bioquîmico. La pro­
teîna (producto del gen i) régula la expresiôn del ope- 
rôn de la lactosa en un sitio del cromosoma bacteriano 
llamado el operador lac (59). El represor se une al 
operador con gran especificidad (60), y esta interac­
ciôn impide la transcripciôn del RNA mensajero. La des- 
represiôn ocurre como resultado de un cambio conforma- 
cional en el represor debido a la uniôn de una molécu- 
la inductora de bajo peso molecular (galactôsido).
El represor de la lactosa es un tetrâmero es- 
table constituîdo por subunidades idênticas con un pe­
so molecular de 38.000 (61). Las dos actividades de la 
proteîna, la actividad de uniôn al operador y la de 
uniôn al inductor, se pueden separar, ya que se cono- 
cen mutaciones (i®) en las cuales el represor conserva 
su afinidad por el operador, pero pierde gran parte de
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su afinidad por el inductor (62) , y por otro lado, exis-
-dten mutaciones (i ) que no afectan las propiedades del 
represor de uniôn al inductor, pero eliminan su uniôn 
al operador (63).
La reacciôn de uniôn al operador es especîfica 
para DNA de doble cadena (64), y es debida probablement 
te a una atracciôn electrostâtica entre la zona de la 
proteîna cargada positivamente (regiôn amino terminal) 
(65) y los grupos cargados negativamente del operador, 
lo cual podrîa explicar la disminuciôn en la estabili- 
dad del complejo a fuerzas iônicas altas (61).
Por estudios cinéticos de la interacciôn repre-
sor-operador por la têcnica de filtraciôn por discos de
nitrato de celulosa se ha demostrado que la constante
de afinidad es'muy dependiente de la fuerza iônica, pa- 
“13sando de 10 M a  CIK 0,02 M a valores inferiores a 
10 ^^ M a ClK 0,2 M (61). La constante de afinidad pa­
rece ser relativamente insensible a los cambios de pH 
(entre 6,5 y 8), y la temperatura (66).
b) El represor del bacteriôfago lambda (A ).
El anâlisis genético del fago A ha revelado la existencia 
de una serie de contrôles relacionadosentre sî para
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la expresiôn del genoma del fago, tanto en los esta­
do s lîtico como lisogénico (67).
El. represor del fago A , un producto del gen 
cl, es el elemento regulador que mantiene la repre- 
siôn del DNA viral en el estado lisogénico (68) . Dos 
operadores son reconocidos por la misma proteîna. Es­
tes operadores estân situados en una regiôn pequena 
del DNA (regiôn de inmunidad o imm), con una longitud 
de unos 3.000 pares de bases. Cada operador régula in 
dependientemente la transcripciôn de un operôn situa- 
do a cada lado del gen cl. El represor unido al opera­
dor izquierdo (O^ )^ bloquea la transcripciôn del gen N, 
y el unido al operador derecho (0%) bloquea la trans­
cripciôn del gen tof. Por otro lado, se ha descubierto 
recientemente que el operador de la derecha (Opj tiene 
très sitios de uniôn al represor, con afinidades de- 
crecientes, lo cual ha permitido explicar la manera en 
que el represor contrôla su propia sîntesis : La RNA- 
polimerasa reconoce dos sitios de uniôn al DNA (promo- 
tores) en la regiôn del operador {O^ ). Al moverse ha- 
cia la derecha desde uno de los promotores, la polime- 
rasa transcribe el gen tof. Al moverse hacia la iz- 
quierda desde el otro promotor la polimerasa transcri­
be el gen cl que, como hemos dicho, codifica la sînte­
sis del represor. Por anâlisis de los efectos de muta-
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clones en el operador O^, se ha deducido que el re­
presor de A bloquea la transcripciôn del gen cl 
uniéndose a la tercera regiôn del operador (0^3),la 
de menor afinidad por el represor (69). De esta for­
ma, al aumentar la concentraciôn intracelular de re­
presor, llega a bloquearse la transcripciôn del gen 
cl, por lo que los niveles de represor se mantienen 
mas o menos constantes, suficientes para inhibir la 
transcripciôn de los genes N y tof, pero no para ago- 
tar la cantidad de represor, mecanismo por el cual 
se mantiene el estado integrado (lisogénico) del DNA 
del fago en el cromosoma bacteriano.
El represor reconoce estos operadores de una 
manera altamente especîfica, y se une a ellos con mu- 
cha mayor afinidad que a otras secuencias del DNA de 
lambda o de E. coli. Oligômeros del represor, proba- 
blemente dîmeros, se unen al operador en una forma 
compleja. La naturaleza de la uniôn ha sido estudiada 
analizando los fragmentos de DNA de A  protegidos por 
el represor de la digestion por nucleasas (70). A me- 
dida que se incrementa la relaciôn represor-operador, 
la longitud del fragmente de DNA protegido aumenta 
desde 35 a 100 pares de bases.
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Un mecanismo molecular consistante con estos 
resultados séria el siguiente : el dîmero del repre­
sor se unirîa a un sitio determinado dentro de cada 
operador, y a continuaciôn los monômeros se coloca- 
rîan en sitios adyacentes, ocupando cada uno 15 pares 
de bases aproximadamente.
El represor de fago \ interacciona con DNA de 
doble cadena, y es una proteîna formada por una sola 
cadena polipeptîdica con un peso molecular de 27.000, 
que, dependiendo de la concentraciôn de proteîna, 
se asocia formando oligômeros (dîmeros y tetrâmeros) 
(71) .
Las curvas de uniôn del represor al DNA de X , 
determinadas por el mêtodo de filtraciôn por discos 
de nitrocelulosa, al contrario que las del represor 
de la lactosa, presentan una forma sigmoide; esto es, 
la uniôn del complejo represor-DNA al filtro a concen- 
traciones bajas de represor es menos efectiva por uni- 
dad de proteîna, que a concentraciones altas (72). Es­
ta forma sigmoide no se debe a la existencia de dos 
operadores en el DNA (ya que con un DNA que por delec- 
ciôn genêticà^ solo présenta un operador, la curva si­
gne siendo sigmoide), ni tampoco a una inactivaciôn
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del represor como consecuencia de la diluciôn en la 
mezcla de reacciôn (ya que al anadir represor frîo 
a una mezcla de reacciôn, que contiene represor ra- 
diactivo a concentraciones bajas que no se une al 
DNA, las molêculas radiactivas del represor se recu- 
peran ligadas al DNA por centrifugaciôn en gradientes 
de sacarosa ) (72) . Chadwick et al concluyeron que la
forma sigmoide reflejaba una uniôn cooperativa del re­
presor al operador, y que la forma activa del represor 
es un oligômero, concretamente un dîmero. La constante
de afinidad de la uniôn represor-operador es del orden 
-14de 10 M en un tampôn con ClK 0,05 M, pH 7,yya 20QC, 
aumentando un orden de magnitud a ClK 0,15 M. La cons­
tante de afinidad tambiên aumenta unas 10 veces por 
cada incremento de 0,5 unidades de pH entre 6,5 y 8,5 
y la vida media del complejo represor-operador es fuer- 
temente dependiente de la temperatura, aumentando unas 
20 veces cuando se disminuye la temperatura desde 20 a 
OQC (71,72).
Tanto en el caso del represor de la lactosa,co­
mo en el del represor de lambda, las caracterîsticas 
fisicoquîmicas mâs relevantes del complejo represor- 
operador son la extrema especificidad de la uniôn, la 
gran afinidad entre los componentes del complejo y las
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constantes de asociaciôn-disociaciôn considerablemen- 
te altas observadas en la interacciôn.
c) Proteina_receptora_de_cAMP_^CRP^_de_los
operones de la lactosa y qalactosa de E.co­
ll.
Los represores de la lactosa y de lambda, que 
acabamos de describir, son ejemplos de control genêti- 
co negativo. Los organismos procariôticos tambiên uti- 
lizan proteinas con afinidad por el DNA para facilitar 
la transcripciôn, como ha demostrado el estudio de los 
mecanismos de activaciôn de los operones de la lactosa 
(lac)y de la galactosa (gai) en Escherichia coli.
La inducciôn de la transcripciôn del operôn 
de la galactosa requiere la interacciôn de êste con 
una proteîna especîfica que ha sido llamada proteîna re 
ceptora de AMP cîclico (CRP) (73), o proteîna activada 
por catabolito (CAP) (74). Esta proteîna es bâsica,con 
un punto isoelêctrico de 9,12 y tiene un peso molecular 
de unos 45.000, estando constituîda por dos subunidades 
aparentemente idênticas de peso molecular 22.500 (75).
La CRP necesita la presencia de cAMP para esti- 
mular la transcripciôn. La uniôn de cAMP al receptor 
impiica solamente un sitio por molêcula de proteîna, y
25
el complejo es esencial para la iniciaciôn correcta 
de la transcripciôn de ambos operones, gal y lac.
Una cepa mutante de E. coli, defective en la protei­
na CRP, no hace RNA mensajero del operôn lac, a pe­
sar de la adiciôn de cAMP exôgeno (76).
La estimulaciôn producida por la CRP en la 
iniciaciôn de la transcripciôn de los qperones gai y 
lac se ha atribuîdo a la uniôn de la proteîna al DNA 
en las regiones de los promotores de ambos operones 
(77). La CRP no actûa por desplazamiento de la sub- 
unidad sigma de la RNA-Polimerasa bacteriana, que si- 
gue siendo esencial para la iniciaciôn correcta y la 
transcripciôn asimétrica por el enzima.
d) Proteînas que facilitan la desnaturaliza- 
ciôn del DNA.
La organizaciôn del material genético en la 
forma de doble hélice estable supone una serie de obs- 
tâculos para la replicaciôn del DNA y para la recombi­
naciôn genêtica. Investigaciones recientes sugieren 
que los mecanismos fisiolôgicos relacionados con la 
desnaturalizaciôn del DNA que facilitarîan dichos pro- 
cesos, implican una disminuciôn de la estabilidad de 
la doble hélice, por uniôn de proteînas especîficas 
para DNA de una sola banda.
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La primera proteîna de esta clase que se ai^ 
16, la proteîna del gen 32 del fago T4, posee la ca­
pacidad de disminuir la temperatura de fusiôn del 
DNA y esta capacidad estâ relacionada con su papel 
in vivo. El producto del gen 32 del fago T4 es necesa- 
rio en la replicaciôn del DNA (78) y en la recombina­
ciôn genêtica (79). Actûa en cantidades estequiomëtri 
cas y no en cantidades catalîticas, y es necesaria a 
lo largo del ciclo de infecciôn (80).
Alberts y colaboradores (81) aislaron la"pro- 
teîna 32"de extractos de E. coli infectados con el 
fago T4, usando el mêtodo de cromatografîa sobre DNA- 
celulosa y eluciôn con concentraciones crecientes de 
ClNa. La proteîna 32 se eluye de la columna con ClNa 
2 M. Se estima que cada cêlula contiene unas 10.000 
molêculas (unas 170 molêculas por punto de replicaciôn 
del DNA). La proteîna tiene un peso molecular de 35.000 
y consta de una sola cadena polipeptîdica, presentando 
una carga negativa a pH 7 (82). La proteîna se une a 
DNA de una sola banda, poli dA, poli dl, y poli dT, 
pero no a DNA de doble banda o a RNA del fago RI7 (83) 
Por titulaciôn de la proteîna con DNA desnaturalizado 
de T4, y medida de la proteîna no unida, por sedimen-
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taciôn en gradiente de sacarosa, los niveles de sa­
turaciôn calculados son de una molêcula de proteina 
por cada 12 nucleôtidos (82).
Una de las caracterîsticas mâs interesantes 
de la"proteîna 32" es su uniôn cooperativa a DNA de 
una banda (82,83). De esta forma, a concentraciones 
de sal a la cuales una concentraciôn baja de proteîna 
no da lugar a uniôn al DNA, la adiciôn de proteîna 
puede conducir a un aumento en dicha uniôn. Con DNA 
en exceso, la proteîna satura unas molêculas de DNA, 
mientras que otras molêculas quedan libres de proteî­
na (84). La constante de asociaciôn de una proteîna a 
un sitio "contiguo" en el DNA se ha calculado que es 
al menos ochenta veces mayor que la constante de aso­
ciaciôn para un sitio "aislado".
Como cabe esperar de su uniôn pfeferencial a 
DNA de una _banda- la proteîna del gen 32 disminuye 
la temperatura de fusiôn del DNA. Por ejemplo, en 
presencia de proteîna 32, el poli(dA-dT) alcanza un 
50% de desnaturalizaciôn en aproximadamente 20 minu­
tes a 25qC, unos 40qC por debajo de la temperatura de 
fusiôn de este polîmero (82). Por otra parte, la pro­
teîna 32 aumenta la velocidad de renaturalizaciôn del
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DNA de T4 unas 1000 veces. Este efecto catalîtico se 
atribuye a la fusiôn inducida por la proteina de las 
pequehas zonas de doble banda présentes en el DNA 
desnaturalizado, cuya presencia entorpece en grado 
considerable'el proceso de reanillamiento (82).
Alberts y Frey (82) han postulado que "el re­
querimiento de la proteîna 32 en las etapas tempranas 
de la recombinaciôn genêtica podrîa explicarse por su 
capacidad de abrir regiones locales del DNA nativo, 
facilitando simultâneamente la formaciôn de la hélice 
entre las bandas emparejadas complementarias". Ademâs, 
"los resultados genêticos que indican un papel estruc­
tural para la proteîna 32 en la replicaciôn del DNA su 
gieren que, desnaturalizaciones por la proteîna 32 de- 
ben necesitarse en la horquilla de replicaciôn". La 
proteîna 32 estimula unas 5-10 veces la sîntesis de 
DNA por la DNA-Polimerasa de T4 utilizando DNA de una 
banda como templado (85). Esta estimulaciôn es mayor 
en condiciones que favorecen la presencia de "bucles" 
natives en los moldes desnaturalizados (baja tempe­
ratura, alta fuerza iônica). En contraste, la DNA-Po­
limerasa de E . coli, que es capaz de replicar a travês 
de zonas de doble banda, no es estimulada por la pro­
teîna del gen 32.
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Una proteîna que en ciertos aspectos se ase- 
meja a la proteîna del gen 32 del fago T4 ha sido 
aislada de extractos de E. coli infectados con el fa­
go de tipo filamentoso fd (86). Este virus contiene 
DNA de una sola banda en su forma madura. La proteîna, 
codificada por el gen 5 del fago, es esencial para la 
sîntesis de DNA viral de una banda, a partir de tem- 
plados de doble banda (formas replicativas). Hay unas 
2 X 10^ molêculas de esta proteîna por cêlula. La pro­
teîna tiene un peso molecular de 10.000, muestra una 
carga neta positiva a pH neutro ,y se une a DNA de una 
banda, pero no a DNA de doble banda. La saturaciôn en 
la uniôn corresponde a una molêcula de proteîna por 
cada cuatro nucleôtidos (87). Como la proteîna 32, la 
proteîna del gen 5 del fago fd se une cooperativamente 
al DNA de una banda, siendo la afinidad por un sitio 
"contiguo" unas 60 veces mayor que la afinidad por un 
sitio "aislado" (88). La proteîna del gen 5 reduce la 
temperatura de fusiôn de varies DNAs en unos 40qc (87),
Se ha sugerido que la proteîna del gen 5 actûa 
como un inhibidor de la sîntesis de cadenas complemen­
tarias, permitiendo la acumulaciôn de DNA viral de una 
sôla banda durante los estadios tardîos del ciclo in-
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feccioso, lo que facilitarîa la subsiguiente encapsu- 
laciôn del DNA (89).
Una proteîna similar ha sido purificada de 
extractos de E. coli. La proteîna es un tetrâmero 
asimétrico constituîdo por subunidades de 18.500 dal- 
tones, que se une cooperativamente a DNA de una sola 
banda en una relaciôn de una molêcula de proteîna por 
cada 32 nucleôtidos (90,91,92). La uniôn al DNA es 
compléta en menos de 10 segundos a OQC, mientras que 
la disociaciôn de la proteîna del DNA desnaturaliza­
do es relativamente baja aûn a 37qC. Hay unas 300 co­
pias de proteîna por cêlula, cantidad suficiente para 
cubrir longitudes considerables de DNA en varias hor- 
quillas de replicaciôn (92).
Como la proteîna del gen 32 del fago T4, la 
proteîna de E. coli disminuye la estabilidad del DNA 
de doble banda, reduciendo la temperatura de fusiôn 
del mismo actuando preferencialmente en zonas ricas 
en pares de bases A-T (90). La proteîna desnaturali- 
zante de E. coli es un componente necesario junto con 
las DNA-Polimérasas II y III de E. coli, de sistemas 
in vitro de sîntesis de DNA que utilizan DNA de una 
sola banda como templados (93,94). La proteîna juega
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aparentemente un papel limitando y dirigiendo la 
iniciaciôn, asî como estimulando la velocidad de sîn­
tesis del DNA.
2.- Interacciones proteîna-DNA en organismos eucariô- 
ticos.
Debido a la complejidad de la organizaciôn 
del genoma en las cêlulas nucleadas (eucariôticas), 
hasta ahora no ha sido posible encontrar proteînas y 
mecanismos reguladores anâlogos a los ejemplos des- 
critos anteriormente (represor de la lactosa, repre­
sor del fago lambda, proteîna CRP). En contraste con 
el cromosoma bacteriano, compuesto esencialmente de 
DNA, el cromosoma eucariôtico es una estructura com­
pleja llamada cromatina, que ademâs de DNA, contiene 
gran cantidad de proteîna (histonas y no histonas) y 
pequehas cantidades de RNA. Los polipêptidos que com­
ponen las histonas contienen cantidades considerables 
de los aminoâcidos bâsicos arginina. Usina e histidi- 
na, en contraste con las proteînas no histonas, que en 
general tienen caracter âcido. Muy poco se conoce so­
bre el papel funcional desempehado por estos componen 
tes de la cromatina, pero evidencia reciente sugiere 
que las molêculas responsables de la regulaciôn genê-
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tica especîfica pueden encontrar se entre las proteînas 
cromosômicas.
a) Histonas.
En 19 43, Stedman y Stedman (95) dedujeron, de 
las cantidades aparentes de histonas en tejidos en 
crecimiento y en reposo, que estas proteînas podrîan 
funcionar como represores biolôgicos. Sin embargo,los 
primeros estudios bioquîmicos définitives sobre el 
efecto de las histonas en la funciôn del DNA fueron 
realizados al comienzo de la década de 1960 por Huang 
y Bonner (96) y Allfrey et al (97). En estos estudios 
se demostrô que las histonas inhibîan la capacidad 
del DNA para servir como moldes en la sîntesis de 
RNA. Estos hallazgos, que fueron confirmados en una 
variedad de sistemas, condujeron a la especulaciôn de 
que las histonas servîan como represores especîficos 
de la transcripciôn en una forma anâloga a los repre­
sores bacterianos.
Sin embargo, estudios posteriores revelaron 
que el numéro y la complejidad de las histonas eran 
demasiado limitados para dar cuenta de los aspectos 
altamente especîficos y multiples del control genëti- 
co transcripcional que debe tener lugar en todos los
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cromosomas de las cêlulas diferenciadas. Las histonas, 
con pocas excepciones, no son especîficas de tejido; 
son considerablemente uniformes en su distribuciôn, 
proporciôn relative y composiciên en cêlulas de tipo 
muy diferente y muestran una estabilidad evolutive ex- 
traordinaria (98). Actualmente se considéra que su pa­
pel es fundamentalmente estructural. Su sîntesis estâ 
acoplada a la del DNA (99) y su métabolisme en cêlu­
las en interfase estâ relacionado en gran medida con 
las modificaciones postsintêticas de estructura y car­
ga que modulan su interacciôn con el DNA (100).
Recientemente, mediante têcnicas de microsco- 
pîa electrônica (101,102) y por digestiôn controlada 
por nucleasas (10 3,104), se ha podido comprobar que 
la cromatina présenta una estructura compuesta por 
subunidades globulares de unos 100 A de diâmetro,dis­
tribuîdas longitudinalmente y repetidas cada 200 pa­
res de nucleôtidos, que se han llamado "nucleosomas" 
(105). Estas subunidades parecen estar formadas por 
la asociaciôn de un par de cada una de las cuatro hi^ 
tonas (excepto la Hl), unidas entre sî por las regio­
nes no polares de sus cadenas polipeptîdicas. El DNA 
se distribuye alrededor de estas subunidades, quedando
34
protegido de la acciôn de las nucleasas, y adquirien- 
do una conformaciôn compacta, al aparecer varies pun- 
tos de distorsiôn en la doble hélice que le permite 
un grado considerable de superenrollamiento (106,
107) .
b) Proteinas no histonas cromosômicas.
Puesto que no parece probable que las histo­
nas puedan dar cuenta de la regulaciôn genêtica espe­
cîfica en eucariôticos, se centré la atenciôn en otra 
clase de proteînas présentes en la cromatina, las de- 
nominadas proteînas acidas, , o en un sentido mâs ge­
neral, proteînas no histonas cromosômicas. Paul y Gil- 
mour (108) dernostraron que estas proteînas juegan un 
papel en la transcripciôn especîfica de tejidos. Uti­
lizando têcnicas de reconstituciôn de la cromatina, y 
anâlisis por hibridaciôn de RNA transcrite con el DNA, 
estos investigadores establecieron que las proteînas 
no histonas cromosômicas interaccionan con el DNA y 
modifican la transcripciôn en una forma caracterîsti- 
ca del tejido de origen. En contraste con las histo­
nas, que estân présentes en cantidades similares en 
tejidos actives e inactives, las proteînas no histonas 
cromosômicas, se encuentran aumentadas en la cromatina
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de tejidos actives (109). Per otro lade, las protelnas no 
histonas de la cromatina son altamente heterogéneas 
(110) , poseen especificidad de especie (111) y de te- 
jido (112) , y pueden estimular la slntesis de RNA en 
sistemas in vitro (113). Algunas de ellas se unen es- 
pecificamente al DNA (114, 115), y la sîntesis de 
alertas clases particulares de estas protelnas estâ 
asociada con la inducciôn de la actividad genética 
producida per agentes tales como cortisol (116) , es­
tradiol (117) y glucagon (118). También se observa 
un incremento en la sîntesis de estas proteînas cuan- 
do se estimula la proliferaciôn de las glândulas sa- 
livares de roedores por isoproterenol (119) o la de 
los linfocitos por la fitohemaglutinina (120) y la 
concanavalina A (121) , o bien cuando se estimula la di­
vision de fibroblastos de la lînea primaria Wl-38 por 
un cambio de medio (122) . La transformaciôn de célu- 
las Wl-38 por el virus SV40 también conduce a una al- 
teraciôn detectable inmunolôgicamente en las proteînas 
no histonas cromosômicas (123).
Ademâs, la naturaleza y la cantidad de las 
proteînas no histonas cromosômicas varîa durante la 
embriogénesis (124), durante la diferenciaciôn de cier 
tos tipos celulares particulares (125)y en diferentes
estados del ciclo vital de organismes en desarrollo 
(126).
Todos estos datos sugieren que las proteînas 
no histonas cromosômicas estan implicadas en la re- 
gulaciôn hormonal y en el control transcripcional 
de la actividad génicà, y aunque se sabe poco acer- 
ca de la manera especîfica en que estas proteînas 
ejercen su funciôn, se puede especular que las pro­
teînas no histonas cromosômicas regulan la actividad 
genética mediante una interacciôn especîfica con el 
DNA o con las histonas, o bien con ambos. Debido a 
su naturaleza generalmente Scidà,' las proteînas 
no histonas, en contraste con las histonas, no parti- 
cipan probablemente en interacciones iônicas fuertes 
con los grupos fosfato del DNA, y parece mas lôgico 
suponer que pueden estar implicadas en el reconoci- 
miento de secuencias especîficas de bases. Ademâs,se 
estâ acurnulando evidencia de que ciertas proteînas no 
histonas se unen solo a DNA homôlogo, probablemente 
por reconocimiento de secuencias no présentes en otros 
organismes (114,115).
En contraste con las histonas, que constan s6- 
larnente de cinco especies moleculares mayoritarias, las 
proteînas no histonas son una clase muy compleja. Las
37
proteînas no histonas de la cromatina de hîgado de 
rata, de fibroblastos en cultivo, de Physarum poly- 
cephalum y otros sistemas (126,127), se han resuel- 
to por electroforesis en gel de poliacrilamida en 
presencia de 'SDS en un patrôn complejo compuesto por 
mas de 100 bandas de proteîna. La escala de pesos mo­
leculares varîa entre 15. 000 y mâs de 100.000.Por 
técnicas de electroenfoque, se ha comprobado que es­
tas proteînas presentan un margen considerablemente 
ancho de puntos isoelêctricos, desde pH 4 a pH 9 (128)
Sin embargo, y pese a lo que acabamos de men- 
cionar, hay varias lîneas de evidencia que sugieren 
que muchas de estas proteînas, no funcionan como 
agentes especîficos de regulaciôn genética, sino que 
tienen mâs bien papeles enzimâticos y estructurales;.
Si la regulaciôn genética en eucariôticos se 
realiza a través de mécanismes similares a los que 
operan en organismes procariôticos (por ejemplo el 
operôn de la lactosa en E. coli), se puede postular, 
basândose simplemente en las diferencias en el conte- 
nido de DNA, que el nûcleo de Physarum polycephalum, 
por ejemplo, podrîa contener 3.500 veces mâs de una
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proteîna regulâdora similar al represor de la lactosa 
de E. coli. Asî, si en E. coli hay 10 copias del 
represor de la lactosa por cêlula, cabrîa esperar 
que una proteîna reguladora similar de Physarum esté 
présente en unas 35.000 copias. Aunque esta analogîa 
es sin duda muy simplista, y quizâs no del todo vâli- 
da, sirve para demostrar que, aûn cuando las proteînas 
reguladoras de los eucariôticos estén présentes en 
esas cantidades, no podrîan detectarse por los proce- 
dimientos convencionales usados para aislar e identi- 
ficar las proteînas no histonas cromosômicas, ya que 
los componentes minoritarios, détectables por electro­
foresis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS 
de alta resoluciôn, deben estar présentes en concen- 
traciones intranucleares de 60.000-80.000 copias por 
nûcleo, como mînimo (129,130). En los patrones elec- 
troforéticos de las proteînas no histonas obtenidas 
de varios tipos celulares, los componentes mayorita- 
rios estân présentes en cantidades superiores al mi- 
llôn de copias por nûcleo (129,131), por lo que pare­
ce lôgico suponer que estas proteînas mayoritarias, 
que presentan cierta similitud en tipos celulares de 
distintos orîgenes, no sean proteînas reguladoras, 
sino mâs bien proteînas que posean una funciôn estruc 
tural comûn a todos los tipos de las células, de for­
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ma similar a las histonas. Ademâs, algunas de estas 
proteînas mayoritarias de la cromatina se han identi- 
ficado como proteînas similares a la actina, miosina, 
troponina y tubulina (130,131) asî como a la proteîna 
mayoritaria présente en las partîculas de ribonucleo- 
proteîna del nûcleo (informosomas) (132). Se ha suge- 
rido que estas proteînas contrâctiles (actina, miosi­
na, troponina, y quizâs tubulina), podrîan jugar un pa 
pel en la regulaciôn de la condensaciôn de la cromati­
na (heterocromatizaciôn), y de este modo, controlar 
de una manera indirecta la proliferaciôn celular, asî 
como también podrîan desempenar un papel en el movi- 
miento de los cromosomas en la mitosis (130,131).
c) Proteînas con afinidad por DNA en lîneas 
celulares en cultivo.
La técnica de cromatografîa en columnas de 
DNA-celulosa, desarrollada por Alberts y col (81,82), 
ha sido uno de los métodos mâs utilizados en el ais- 
lamiento y purificaciôn de proteînas con afinidad 
por DNA. Esta técnica que se basa en los principios 
générales de la cromatografîa de afinidad (133) con­
siste en fijar un ligando especîfico para una pro­
teîna (en este caso DNA) a un soporte sôlido e inerte 
(celulosa). Si se pasa una mezcla heterogénea de pro-
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teînas a travês de esta matriz, sôlamente quedarân 
retenidas aquellas proteînas que tengan un receptor 
especîfico para el ligando empleado, permitiendo asî 
su separaciôn del resto de proteînas de la mezcla.Es­
te método ha permitido el aislamiento de una serie 
de proteînas en organismes procariôticos relaciona- 
dos con el métabolisme del DNA, que ya han sido men- 
cionadas anteriormente (81-94). En organismes euca­
riôticos, también ha sido posible mediante esta técni­
ca el descubrimiento de una serie de proteînas de ca- 
racterîsticas similares; por ejemplo, se ha descrito 
en células meiôticas de Lilium (134), y en esperma- 
tocitos de mamîferos (135) una proteîna que estâ im- 
plicada en la recombinaciôn meiôtica. También se han 
aislado proteînas capaces de estimular las activida- 
des DNA- y RNA-Polimerasas en ensayos in vitro (136, 
137). Asî mismo, se han aislado de timo de ternera 
(138), y de Ustilago maydis (139) proteînas que faci- 
litan la desnaturalizaciôn del DNA, sugiriendo asî la 
posibilidad de que estas proteînas desempenen una fun­
ciôn general en la replicaciôn y recombinaciôn del 
DNA, tanto en organismes procariôticos como en los eu­
cariôticos.
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Salas y Green (140) aplicaron la técnica de 
cromatografîa en columnas de DNA-celulosa en el estu- 
dio de la sîntesis de proteînas con afinidad por el 
DNA en células animales en cultivo, con la finalidad 
de investigar el posible papel de estas proteînas en 
el control de la proliferaciôn celular, ya que, como 
se mencionô anteriormente, las lîneas celulares esta- 
blecidas son un modelo excelente para estudiar los 
factores que regulan el crecimiento, al poder dispo­
ne r de poblaciones homogéneas de células que se pue­
den manipuler fâcilmente. Asî mismo, es posible con­
trolar el estado fisiolôgico de crecimiento de las 
mismas (fase logarîtmica, fase estacionaria), asî co­
mo sincronizarlas artificialmente, lo que facilita el 
estudio del ciclo celular.
Salas y Green (140) demostraron en 1971 que 
la sîntesis de proteînas con afinidad por el DNA en 
células animales en cultivo (lînea establecida de fi­
broblastos de embriôn de ratôn, 3T6), diferîa consi­
derablemente dependiendo del estado de crecimiento 
de las células. En fase de crecimiento logarîtmico, 
uno de los picos de proteîna (P6) obtenidos por elec­
troforesis de las fracciones eluîdas de la columna de 
DNA-celulosa, era prominente, pero se hacîa en canti-
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dades muy pequenas en cultives estacionarios. En ex­
périmentes con células sincronizadas, se encontrô que 
la sîntesis de esta proteîna estaba acoplada a la del 
DNA celular. La sîntesis de otra proteîna (P8), que 
junte con la P6 eran los componentes mayoritarios del 
pico eluîdo con ClNa 0,15 M de las columnas de DNA-ce­
lulosa, estaba considerablemente aumentada en células 
detenidas al comienzo del période de sîntesis del DNA. 
Por otra parte, Tsai y Green (141) comunicaron que la 
sîntesis de la P8 de las lîneas 3T6 y SB (fibroblastos 
diploides humanos) es alta en células en crecimiento, 
pero decrece en cultives estacionarios.
Posteriormente se ha encontrado que en los per- 
files electroforéticos de las proteînas con afinidad 
por columnas de DNA-celulosa de diferentes tipos de cé­
lulas, taies como fibroblastos, células epiteliales y 
linfoblastos, asî como de células derivadas de distin­
tas especies animales (ratôn, hamster, polio, hombre), 
aparecîan dos picos de proteîna con movilidades relati- 
vas similares a las de la P6 y P8, lo cual sugiere que 
estas proteînas podrîan participar en procesos comunes 
y generates en todos los tipos de células diferencia- 
das (140-146) . Por otra parte, también se ha encontra­
do que lîneas establecidas y cultives primaries se corn-
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portan de forma similar en lo que respecta a la sîn­
tesis de estas dos proteînas, lo cual indica que las 
alteraciones celulares que se producen durante el e^ 
tablecimiento de una lînea celular no afectan apre- 
ciablemente a la sîntesis de estas proteînas con afi­
nidad por el DNA, El comportamiento de estas proteînas 
en lîneas establecidas podrîa, pues, reflejar el com­
portamiento de las mismas en las células del organis­
me vivo.
Puesto que determinados virus oncogénicos al- 
teran las propiedades de crecimiento de las células 
en cultivo (39-46), era de interés estudiar la sînte­
sis de proteînas con afinidad por el DNA en células 
transformadas por dichos virus. Asî, estudios lleva- 
dos a cabo en nuestro laboratorio sobre la sîntesis 
de proteînas con afinidad por el DNA en clones de una 
lînea de fibroblastos de hamster (NIL), y subclones 
de esta lînea transformados por el virus del polioma 
(NIL-Py) o el virus del sarcoma de hamster (NIL-HSV), 
han demostrado que la proteîna 8 estâ considerablemen­
te reducida en cultives denses de células NIL, pero 
es muy prominente en las células transformadas en fase 
estacionaria (142) . Estos niveles muy altos de P8 en 
células transformadas en cultivo dense se observaron
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en todos los clones de células transformadas exami- 
nados, lo que indica que este comportamiento de la 
P8 se encuentra relacionado con el estado transfor- 
mado de las células y no es el resultado fortuite 
de la selecciôn clonal. Ademâs, el comportamiento de 
la P8 es independiente de la clase de virus transfor­
mante, observândose tanto en células transformadas 
por un virus oncogénico que contenga RNA como por un 
virus DNA. Estos resultados hacen que la P8 pueda 
considerarse como un marcador bioquîmico del estado 
transformado inducido por virus (142) .
Tsai y Green comunicaron también que la P8 de 
las lîneas 3T6 y SB presentaba afinidad especîfica 
por DNA desnaturalizado, no detectândose uniôn a DNA 
native, propiedad que utilizaron para su purificaciôn 
(141).
Por todo elle, considérâmes de interés estu­
diar las propiedades de la P8 de la lînea NIL-HSV, en­
tre ellas su interacciôn con el DNA, en un intente 
de caracterizar su funciôn biolôgica.
Para elle, se ha puesto a punto un método de 
purificaciôn a gran escala de la P8 de la lînea NIL- 
HSV, y se han estudiado algunas de las caracterîsticas
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fisicoquîmicas de la proteîna purificada, taies como 
su peso molecular en condiciones disociantes y en es­
tado nativo, su composiciôn en aminoâcidos, y su pun­
to isoeléctrico. También se ha estudiado su interac- 
ciôn in vitro con el DNA, demostrândose que la pro­
teîna tiene afinidad por DNA de una sola banda pero 
no por DNA nativo. Asî mismo se ha comprobado que la 
P8 también interacciona con RNA y poli A. La interac­
ciôn de la P8 con los âcidos nucleicos produce un corn 
plejo insoluble, que se puede sedimentar a baja velo- 
cidad. La estequiometrîa de este complejo insoluble 
ha sido también estudiada en este trabajo.
Los resultados obtenidos se discuten en rela- 
ciôn con la posible funciôn fisiolôgica de la P8.
M A T E R 1 A L E s
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A) LINEAS CELULARES
Las células utilizadas fueron de la lînea es­
tablecida de fibroblastos normales de hamster NIL 2e 
(147) (cion NIL-1) , transformada por el virus del sar­
coma de hamster (NIL-l-HSV), que fueron donadas por 
el Dr. I.A. Macpherson, del Imperial Cancer Research 
Fund, Londres.
B) MEDICS DE CULTIVO
Se utilizé el medio esencial mînimo de Eagle 
modificado por Dulbecco (DMEM) (148) adquirido a 
Grand Island Biological Company (GIBCO), o prepara- 
do en nuestro laboratorio.
Los aminoâcidos y las vitaminas se compraron 
a Sigma Chemical Co. y a BDH, y las sales inorgâni- 
cas, la glucosa, el âcido succînico, el succinato 
sôdico y el rojo fenol a Merck.
La penicilina G (sal potâsica) se compré a 
Calbiochem y la estreptomicina a Serva Feinbiochemi- 
ca.
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C) SUERO
Se empleô suero de ternera que se obtuvo de 
Flow Laboratories Inc. o de GIBCO.
D) PRODUCTOS RADIACTIVOS.
La timidina-metil-H^ (20 Ci/mmol), la timidi- 
na-2-C^^ (5 Ci/mmol), la uridina-H^ (29 Ci/mmol) y
3
la L-prolina (G-H ) (1 Ci/mmol)./ , se compraron a New
England Nuclear o a Radiochemical Centre (Amersham).
El poli dA-dT (metil-H^) (21,6 pCi/pmol de 
fôsforo) y el poli A (8-C^^) (0,77 ^Ci/pnol de fôsfo-
ro), se obtuvieron de Miles Laboratories Inc.
La colchicina-H^ (anillo C-metoxil-H^) (30 Ci/ 
mmol) se comprô a Radiochemical Centre (Amersham).
El ATP-y'-P^^ (2,5 Ci/mmol) se obtuvo de Ra­
diochemical Centre (Amersham).
E) ENZIMAS
La RNasa pancreâtica (recristalizada una vez), 
la DNasa I pancreâtica (recristalizada una vez) y li-
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bre de RNasa, y la tripsina se compraron a Worthing­
ton Biochemical Corporation.
La RNA-polimerasa altamente purificada de Ba­
cillus subtilis, fue cedida generosamente por la 
Dra. Margarita Salas.
F) PROTEINAS UTILIZADAS COMO MARCADORES
La seroalbûmina de bovino, la ovoalbûmina,la 
catalasa y la hemoglobina (de sangre de buey), se 
obtuvieron de Sigma Chemical Co. La y-globulina hu- 
mana (fracciôn II), el quimotripsinôgeno y la mio- 
globina (de esperma de ballena) procedîan de Mann 
Research Laboratories. El citocromo C se comprô a 
Calbiochem, y la lâctico deshidrogenasa, la |3 -galac 
tosidasa y la fosforilasaaaBoehringer Mannhein.
G) ACIDOS NUCLEICOS
El DNA de timo de ternera (sal sôdica, alta­
mente polimerizado) se obtuvo de Worthington Bioche­
mical Corporation. El poli A (âcido poliadenîlico, 
sal potâsica, S2 Q =8,1) se comprô a Miles Laborato-
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ries Inc. y el poli (dA-dT) : âcido polidesoxiadenî- 
lico-desoxitimidilico, poli (dA-dT) poli(dA-dT), 
sal sôdica, S^q : 11,75, de doble cadena (cada cade- 
na contiene dA y dT en secuencia alternativa), se ob­
tuvo de P-L Biochemicals, Inc.
El DNA del bacteriôfago 029, tanto frîo como 
marcado radioactivamente fue cedido generosamente 
por la Dra, Margarita Salas.
H) OTROS PRODUCTOS QUIMICOS
El SDS y el Nonidet P40 se obtuvieron de BDH 
ChemicalsLtd. y el sulfôxido de dimetilo de Fisher 
Scientific Co. El Tris, la fosfocelulosa (1,8 meq/ 
gr), y la agarosa eran de Sigma Chemical Co. y la 
sacarosa, de May and Baker U.C.B. La celulosa Munk- 
tell's 410, el Biogel P-200, la acrilamida y la N- 
N'-metilen bisacrilamida se compraron a Bio-Rad La­
boratories, y el Temed y el persulfato amônico, a 
Canal Industrial Corporation (Canalco). Los anfoli- 
tos de distintas escalas de pH se compraron a LKB 
(Bromma, Suecia). La urea y la glicerina eran de 
Carlo Erba.
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El tubo de diâlisis, el azul de Coomassie R- 
250 y G-250 y el 2-mercaptoetanol se obtuvieron de 
Serva Feinbiochemica, y las membranas Diaflo UM-lO 
para concentraciôn por ultrafiltraciôn se adquirie- 
ron a Amicôn Corporation. Los discos de nitrato de 
celulosa HAWP de 25 mm de diâmetro y 0,45 micras de 
poro eran de Millipore.
Los demâs reactivos se aquirieron a las ca­
sas comerciales de mayor garantia.
I) DETERMINACION DE RADIACTIVIDAD.
El butil-PBD se obtuvo de Ciba Limited, el 
papel de fibra de vidrio Whatman GF/A o GF/C, de 
Reeve Angel, y el tolueno y el dioxano, de Carlo Er­
ba. El PPO y el dimetil POPOP se obtuvieron de Sig­
ma Chemical Co.
J) PLAÇAS DE PLASTICO PARA CULTIVO DE CELULAS
Las plaças Pétri de plâstico de 35, 60 y 90 
mm de diâmetro se compraron a Falcon Plastics.
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K) EQUIPQ
Centrîfugas Wifug, BHG, modelo Roto-Uni II; 
Sorvall, modelos SS-3, RC-2 y RC-2B con sistema 
KSB para flujo continuo.
Ultracentrlfugas Spinco de Beckman, modelos 
L2-50, L3-50 y L2-65B.
Ultracentrffuga analltica Beckman modelo E 
con ôptica de interferencia Rayleigh.
Contadores de centelleo llquido ; Packard 
Tricarb, modelos 3003 y 3320, y Nuclear Chicago 
Mark II.
Espectrofotômetros : Beckman DU-2, Beckman 
DB-GT y Gilford modelo 2400.
Sonicador MSE 7100.
Colector de fracciones automâtico y refrige- 
rado Isco modelo 600 con registro incorporado mode­
lo UA-4 y alternador de canales modelo 1130; colec­
tor de fracciones Buchler, modelo fractomette 200
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Bano termostatizado para circuito de refrige- 
racion Lauda modelo K2RD.
L) SOLUCIONES TAMPON
El PBS contiene ClNa 0,137 M; CIK 2,68 mM; 
PO.HNag 8,1 mM y PO^HgK 1,47 mM.
La soluciôn salina estandar de citrato (1 x 
SSC) contiene ClNa 0,15 M y citrato sôdico 0,015 M.
El tampôn de diSlisis (TD) contiene Tris-CIH
20 mM, pH 8,1; ClNa 50 mM; EDTA 1 mM y 2-mercapto­
etanol 1 mT4.
El tampôn de lavado (TL) lleva Tris-CIH 20
mM, pH 8,1; ClNa 50 mM; EDTA 1 mM; 2-mercaptoetanol
1 mM y glicerol al 10%.
El tampon de lavado con seroalbûmina (TLSAB) 
esta constituîdo por TL con seroalbûmina de bovino 
a una concentraciôn de 0,5 mg/ml.
METODOS
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A) CULTIVOS CELULARES
1) Medios de cultivo, soluciones y esterili- 
zaciôn.
El medio de cultivo empleado fue el medio esen­
cial mînimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) 
que se préparé en nuestro laboratorio segûn el siguien- 
te protocole :
Constituyentes para preparar 10 litros.
ClNa 64 g
CIK 20% 20 ml
Cl^Ca . H^O 26,5% 10 ml
SO Mg . VHgO 20% 10 ml
PO^HgNa . 2H 0 14% 10 ml
Glucosa 45 g
Nitrato fêrrico 0,01% 10 ml
Penicilina G ( sal potâsica) 10^ unid
Estreptomicina 1 g
Antimicôtico ( n-butil-p-hi-
droxibenzoato) 0,02% 10 ml
Piruvato sôdico 1,1 g
Rojo fenol 1% 15 ml
CO^HNA 37 g
Aminoâcidos concentrados 500 ml
Vitaminas concentradas 80 ml
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Para preparar el medio, las sales que no es­
tân en soluciôn se disolvieron previamente en agua 
destilada a 4qC. Los aminoâcidos y las vitaminas se 
calentaron a 56qC hasta que se disolvieron completa- 
mente. Las soluciones se ahadieron en el orden indi- 
cado al tanque de presiôn, se mezclaron y se llevô 
hasta el volumen final con agua destilada frîa
Se burbujeô CO^ al 10% en aire hasta que la 
soluciôn tomô un color naranja correspondiente a un 
pH de 7,3 - 7,4. El medio se esterilizô por filtra- 
ciôn con presiôn positiva de nitrôgeno a través de 
membranas de nitrocelulosa con un poro de 0,2 micras 
de diâmetro (Sartorius). La filtraciôn se llevô a ca­
bo en ambiente estéril, empleando una cabina de flu- 
jo laminar Telstar. El medio se distribuyô en alî- 
cuotas y se almacenô en nevera a 4qc hasta el momen- 
to de su utilizaciôn.
Antes de usarse, se ahadiô al medio una solu­
ciôn de glutamina estéril (35,04 g/l), almacenada a 
-20QC, hasta una concentraciôn final de 0,58 g/l).
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Soluciôn concentrada de aminoâcidos para el
DMEM^
Componentes para preparar 1 litro:
L-Arginina mono ClH 1,68 g
L-Cistina (disolver en 1 ml de NadH IN) 0,96 g
L-Histidina mono ClH 0,84 g
L-Isoleucina 2,096 g
L-Leucina 2,096 g
L-Lisina mono ClH 2,924 g
L-Fenil-alanina 1,320 g
L-Treonina 1,904 g
L-Triptôfano 0,32 g
L-Tirosina 1,448 g
L-Valina 1,872 g
L-Metionina 0,60 g
Inositol 0,14 g
L-Serina 0,84 g
Glicina 0,60 g
Rojo fenol 1% ■ 0,04 g
Se ahadieron los aminoâcidos uno a uno a 
agua destilada caliente (aproximadamente 2/3 del 
volumen final) y se agitô hasta disolverlos, para 
lo cual se calentô alrededor de 56QC (sin pasar 
de 60QC). A continuaciôn se enfriô a temperatura 
ambiente y se ajustô el pH de la soluciôn a 10 con 
NaOH IN, realizândose las medidas en un pHmetro
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Radiometer con escala expandida. Se completô el vo­
lumen final de la soluciôn con agua destilada y se 
distribuyô en alîcuotas que se almacenaron a -20QC
Soluciôn concentrada de vitaminas para el
DMEM^
Componentes para preparar 160 ml :
Cloruro de colina 0,8 g
Acido fôlico (disolver en 8 ml de NaOH IN) 0,8 g
Nicotinamida 0,8 g
DL-âcido pantoténico, sal Ca‘* 0,8 g
Piridoxal ClH 0,8 g
Tiamina ClH 0,8 g
Riboflavina 0,8 g
Las vitaminas se disolvieron en agua destila­
da repartiêndose a continuaciôn en alîcuotas que se 
almacenaron congeladas a -20QC.
El suero de ternera utilizado para suplementar 
el medio (de Gibco o de Flow) se guardô congelado a 
-20QC, anadiéndose al medio a una concentraciôn del 
10% en el momento de su uso, incubândose la mezcla 
en baho de agua a 37qC durante varios minutos antes 
de su utilizaciôn.
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La soluciôn de tripsina (Worthington) emplea- 
da para resuspender las células se préparé a una 
concentraciôn del 0,25% en PBS, como se indica a con 
tinuaciôn.
Componentes para 1 litro
Tripsina (181 u/mg) 2,5 g
Glucosa 1,0 g
Penicilina G 10^ unid.
Estreptomicina 0,1 g
Rojo fenol (1%) . 1,5 ml
PBS completar hasta 1000 ml
La tripsina, la glucosa, los antibiôticos y 
el rojo fenol se ahadieron a la soluciôn salina, agi- 
tândose en un agitador magnético a temperatura am­
biente hasta su disoluciôn. El pH de la soluciôn se 
ajustô a 7,2-7,3 con NaOH IN.
La soluciôn de EDTA empleada para desprender 
las células de las botellas de cultivo se préparé 
ahadiendo a 1 litro de PBS, 0,2 g de glucosa y 0,213 
g de EDTA (sal disôdica).
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La soluciôn de tripsina y la de EDTA se es- 
terilizaron por filtraciôn mediante presiôn positi­
va, y se guardaron congeladas hasta su use. El PBS 
se esterilizô por autoclave a una presiôn de 1 kg/ 
cm durante 15 minutes.
2) Mantenimiento de las lîneas celulares y 
crecimiento en gran escala de las cêlulas.
Las cêlulas se cultivaron en plaças Pétri 
de plâstico de 60 mm de diâmetro con medio DMEM su- 
plementado con suero de ternera al 10%. El medio se 
cambiô cada dos dîas, y las cêlulas se subcultiva- 
ron rutinariamente cuando alcanzaron densidades 
elevadas. Las cêlulas se incubaron a 37qc en un in- 
cubador Forma con flujo de CO2  y aire, en proporciôn 
de 5% COg y 95% aire.
El manejo de las cêlulas se realizô en cabi- 
nas esterilizadas por irradiaciôn previa con luz ul- 
travioleta. , -
Para subcultivar las cêlulas se absorbiô el 
medio de las plaças con una pipeta Pasteur conectada
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a una fuente de vacîo y se lavÔ la monocapa celular 
con tripsina al 0,25% precalentada a 37QC (0,5 vo- 
lûmenes respecto al medio de cultivo), eliminândose 
por succiôn. Se anadieron de nuevo 2 ml de soluciôn 
de tripsina por plaça, incubândose a 37QC durante 
3-5 minutes, y resuspendiéndose a continuaciôn las 
cêlulas. Las cêlulas se recogieron por centrifuga- 
ciôn a 1500 rpm durante 5 minutes en una centrîfuga 
Wifug, y, despuês de retirar el sobrenadante, se 
resuspendieron en una cantidad adecuada de medio de 
cultivo y se inocularon en nuevas plaças.
El contaje del nûmero de cêlulas se realizô 
empleando una câmara hemocitomêtrica (Albert Sass) 
y bajo observaciôn en un microscopic invertido Ni­
kon de contraste de fases.
El crecimiento de las cêlulas en gran escala 
se llevô a cabo de la siguiente manera;
Se inocularon cêlulas en plaças Pétri de plâs­
tico de 90 mm de diâmetro, incubândose hasta confluen 
6cia (30-40 x 10 cêlulas por plaça). A continuaciôn 
se tripsinizaron las cêlulas con 4 ml de soluciôn 
de tripsina, y, una vez resuspendidas por pipeteo, 
se inocularon en botellas Pirex de 1 litre de capaci-
i .  _
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dad con 100 ml de medio DMEM con suero de ternera 
al 10%, a razôn de dos botellas por plaça. Las bo­
tellas se incubaron a 37QC en un aparato rotatorio
er QBellco, cambiândose el medio al 3 -4 dla, y con-
tinuando la incubaciôn durante unos 2-3 dîas mâs, 
al cabo de los cuales las botellas aparecen con- 
fluentes. Se retirô el medio y a continuaciôn se 
lavaron las cêlulas dos veces con PBS estêril.
Las cêlulas se desprendieron con 40 ml de 
soluciôn de EDTA en PBS por botella y se recogie­
ron por centrifugaciôn a 3000 rpm durante 10 minu­
tes en frîo en el rotor GSA de una centrîfuga Sor- 
vall refrigerada. El sedimento celular se guardô 
congelado a -70QC hasta su utilizaciôn para prepa- 
rar el extracto celular.
Para limpiar las botellas ya utilizadas, se 
anadieron 200 ml de hipoclorito al 5% por botella 
y se dejaron en el aparato rotatorio durante un dîa, 
con el fin de eliminar posibles restes de cêlulas.
Cada 5-7 pases, las cêlulas se desecharon, 
iniciândose un nuevo cultivo con cêlulas previamen- 
te congeladas, come se describe a continuaciôn : Mo-
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nocapas prôximas a confluencia se tripsinizaron y 
se resuspendieron en DMEM-suero de ternera 10% 
(aproximadamente 10 ml por cada 7 x 10^ cêlulas) . 
Las cêlulas se sedimentaron por centrifugaciôn a 
1000 X g durante 5 minutes y se resuspendieron pi- 
peteando suavemente en el medio anterior (2 x 10^ 
cêlulas por ml) conteniendo glicerol estêril al 
10%. Allcuotas de 1-2 ml se distribuyeron en ampo- 
llas de vidrio estêriles, que se cerraron a la lla­
ma de un mechero Bunsen. Las ampollas se almacena- 
ron primero en un congelador de -20QC, de modo que 
la temperatura de las mismas bajase aproximadamen­
te IQC por minute, y despuês se almacenaron a 
-70QC en un congelador Kelvinator o a -180QC en ni- 
trÔgeno liquide.
3) Cultives radiactivos.
Para marcar las cêlulas con precursores ra­
diactivos,, los cultives se crecieron en presencia 
de suero al 10%, dializado contra PBS.
Para el marcaje del DNA las cêlulas de la 
linea NIL-l-HSV se crecieron en botellas Pirex de 
1 litre, cambiando el medio al 2q dîa del inôculo,y
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continuando la incubaciôn durante 4 8 horas mâs con
3 'medio que contenîa timidina-.-H (20 Ci/mmol; 1 mCi/ 
ml) a una concentraciôn de 2 pCi/ml de medio, o ti- 
midina (5 Ci/mmol; 0,1 mCi/ml) 0,5 ^Ci/ml de
medio. En estas condiciones, las cêlulas se encon- 
traban en la fase logarîtmica del crecimiento du­
rante la exposiciôn al precursor radiactivo.
Para marcar radiactivamente las proteînas, 
las cêlulas se crecieron de forma habituai en bo­
tellas de 1 litro, y al efectuarse el cambio de me- 
er Qdio, al 3 -4 dîa del inôculo, se ahadiô prolina-
3
H (1 Ci/mmol) a una concentraciôn de 2,5 |iCi/ml de 
medio, continuândose la incubaciôn por espacio de 
48 horas, al final de las cuales las cêlulas se en- 
contraban en fase estacionaria.
Para obtener el RNA radioactive, cultives 
creciendo exponencialmente se marcaron durante 18
3
horas con 0,2 mCi de uridina-H (29 Ci/mmol) por 
botella de cultivo.
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B) PURIFICACION DE LA PROTEINA 8 DE NIL-HSV.
1 .Preparaciôn de las columnas de DNA-celulosa
/
Para la preparaciôn de la DNA-celulosa en 
grandes cantidades se utilizô una modificaciôn 
de los métodos de Alberts (84 ) y de Litman (149) .
a) DNA. Se utilizô DNA de timo de ternera, 
el cual se disolviô a una concentraciôn de 2 mg/ 
ml en un tampôn que contenîa Tris-CIH 10 mM, pH 
7,4 y EDTA 1 mM (tampôn Tris-EDTA). La disoluciÔn 
se realizô con agitaciôn lenta a 4QC.
El DNA nativo se desnaturalizô calentando 
la soluciôn en un bano de agua a lOOQC durante 15 
minutes, enfriSndose inmediatamente en un bano de 
hielo para evitar la renaturalizaciôn. Cuando el 
volumen de la soluciôn de DNA fue superior a 50 ml, 
el calentamiento se realizô en alîcuotas de 50 ml 
para que el enfriamiento posterior no fuese dema- 
siado lento.
b) Çelulosa. Se empleô celulosa Munktell's 
410 para las columnas de DNA (desnaturalizado)-ce­
lulosa y celulosa Whatman (Chromedia Microgranular)
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para las columnas de DNA (nativo) -celulosa. La ce­
lulosa se lavô sucesivamente por agitaciôn en ; eta 
nol absolute, 30 minutes; agua destilada, 30 minu- 
tes; NaOH IN, 15 minutes; agua destilada, 15 minu­
tes; CIH IN, 15 minutes, y de nuevo agua destilada 
hasta conseguir que el pH de los lavados fuese neu­
tre. Los lavados se hicieron en probeta de 2 litres 
(100 g celulosa) con agitaciôn mediante un agitador 
magnético, y dejando sedimentar a continuaciôn la 
celulosa, eliminândose por succiôn al sobrenadante 
con los fines.
Despuês de retirar el sobrenadante de pH neu­
tre, la celulosa se filtrÔ bajo succiôn a través de 
papel de fibra de vidrio Whatman GF/A en un embudo 
Buchner. La pasta résultante se dejô secar al aire 
a temperatura ambiente.
c) Adsorciôn del DNA a la celulosa.
La celulosa lavada y seca se ahadiô poco a po- 
ce y con agitaciôn lenta sobre la soluciôn de DNA 
(nativo o desnaturalizado) en una proporciôn de 1 g 
de celulosa por cada 6 ml de soluciôn. La pasta ré­
sultante se extendiô sobre una plancha de plâstico.
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se tapô con una gasa y se secô con corriente de aire 
frîo durante la noche. La costra seca se despegô de 
la plancha y se pulverizô en un mortero. El polvo re 
sultante se repartiô en alîcuotas de 25 g y se re- 
suspendiô en etanol absolute (4 00 ml por alîcuota), 
irradiândose durante una hora y media con una lâmpa- 
ra germicida de luz ultravioleta, colocada a una dis- 
tancia de unos 10 cm de la suspension, agitândose sua 
vemente ésta durante el période de irradiaciôn. Se- 
guidamente, el etanol se eliminô por filtraciôn bajo 
succiôn a través de papel Whatman GF/A y la DNA-celu­
losa se lavô très veces por agitaciôn en tampôn Tris- 
EDTA, para eliminar el DNA que no se uniô a la celulo­
sa. El sobrenadante del 3^^ lavado no diô absorciÔn 
a 260 nm. El sedimento se resuspendiô de nuevo en 
tampôn Tris-EDTA y se filtrô bajo succiôn por papel 
Whatman GF/A. Finalmente, la pasta résultante se ex­
tendiô y se secô en un desecador a vacîo.
La estimaciôn del DNA adsorbido a la celulosa 
se llevô a cabo de la siguiente manera : se pesô una 
alîcuota del polvo seco de DNA-celulosa y tras resus 
penderla en tampôn Tris-EDTA, se hirviô durante 10 
minutes, con el fin de desprender el DNA fijado a la
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celulosa, y a continuaciôn, se enfriô râpidamente 
en bano de hielo. Despuês de eliminar la celulosa 
por centrifugaciôn, el DNA se valorô espectrofoto- 
mêtricamente midiendo la densidad ôptica del sobre­
nadante a una longitud de onda de 260 nm.
Segün este procedimiento, la cantidad de 
DNA fijado a la celulosa fue de 8-10 mg DNA (nati­
vo) /g celulosa, y de 2-4 mg DNA (desnaturalizado)/ 
g de celulosa. Los distintos preparados de DNA-celu­
losa se reunieron y se guardaron como polvo seco a 
-20QC, tomândose alîcuotas para preparar las colum­
nas que no se usaron mâs de 5-10 veces.
La DNA-celulosa asî preparada es estable a 
-20QC por espacio de varios ahos, aunque una vez em- 
paquetada en la columna y a medida que se va utili- 
zando, la cantidad de DNA fijada disminuye aprecia- 
blemente en el caso de DNA nativo pasando de 8 mg 
a 4-5 mg por gramo de celulosa al cabo de unas 6 cro 
matografîas. El DNA desnaturalizado es algo mâs es­
table y baja de 2,5 mg iniciales a 1,6-1,8-mg,despuês 
de unas 10 cromatografîas.
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d) Preparaciôn de las columnas de DNA-celulo­
sa.
El polvo de DNA-c^ulosa se resuspendiô en 
TL f SAB y se empaquetô en columnas de vidrio, equi- 
librândose con el mismo tampôn. Las columnas utiliza 
das contenîan 25, 50 6 80 g de DNA(nativo)-celulosa 
(6-8 mg DNA/g de celulosa) y 25 ô 40 g de DNA (des­
naturalizado) -celulosa (1,6-2 mg DNA/g de celulosa), 
conservândose a 4qC en câmara frîa.
2.- Preparaciôn de extractos celulares
En un experimento tîpico, las cêlulas proce- 
dentes de 30-40 botellas crecidas hasta confluencia 
se resuspendieron en 80 ml de tampôn de sonicaciôn 
(Tris-CIH 40 mM, pH 8,1; 2-mercaptoetanol 1 mM; EDTA 
0,2 mM y ClgMg 10 mM) dispersândose con un homoge- 
neizador Potter-Elvehjem. A continuaciôn las cêlulas 
se desintegraron ultrasônicamente en très alîcuotas 
de unos 30 ml, con un desintegrador ultrasônico MSE, 
mediante seis pulsos de 10 segundos a una amplitud 
de oscilaciôn de siete micras, manteniendo la sus­
pension en bano de hielo.
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El homogenado se centrifugé durante 30 minu­
tes a 12.000 rpm y 4qc en un rotor SS-34 de Sorvall 
para eliminar restos celulares. El sobrenadante se 
tratÔ con 30 yq/ml de DNasa I libre de RNasa duran­
te 30 minutes a temperatura ambiente y se dializô 
a continuaciôn contra 75 volûmenes de tampôn de diâ- 
lisis (Tris-CIH 20 mM, pH 8,1; ClNa 50 mM; 2-mercap- 
toetanol 1 mM y EDTA 1 mM) durante la noche y a 4qc, 
con un cambio de tampôna las 3 horas.
3,- Cromatoqrafla en columnas de DNA-celulosa.
a) Cromatografîa en columna de DNA (nativo)- 
celulosa.
Al extracto celular dializado se ahadiô sero- 
albûmina de bovine y glicerol hasta una concentra­
ciôn final de 0,5 mg/ml y 10%,respectivamente, y se 
aplicô a una columna de DNA-(nativo)-celulosa equi- 
librada con TL f SAB. Una vez que el extracto hubo 
penetrado en el lecho de la columna, se cortô el flu­
jo durante 20 minutes para favorecer la fijaciôn de 
las proteînas que se unen al DNA (81). Seguidamente 
se reanudô el flujo, lavândose la columna con TL f 
SAB hasta que la absorciôn del lavado fue igual a la
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del tampôn de equilibrio de la columna, A continua­
ciôn se lavô la columna con TL y una vez estabiliza- 
da la linea de base, se eluyô con TL que contenîa 
sucesivamente ClNa 0,15 y 2 M hasta que las lîneas 
de base respectives se estabilizaron de nuevo. El 
flujo del proceso cromatogrâfico fue de 0,5 ml/minu- 
to durante el paso del extracto por la columna, y de 
1-2 ml/minuto en las eluciones con ClNa 0,15 y 2 M.
La columna se regenerô lavândola extensamente con 
TL f SAB.
b) Cromatografîa en columna de DNA(desnatura­
lizado) -celulosa.
Las fracciones del lavado de la columna ante­
rior se aplicaron a una columna de DNA(desnaturaliza­
do) -celulosa, procediêndose a continuaciôn de modo 
anâlogo al descrito en el apartado anterior.
La cantidad de proteîna aplicada y fijada 
a las distintas columnas se detalla mâs adelante 
(ver Resultados).
4.- Cromatografîa sobre fosfocelulosa
El pico de proteîna eluîdo de la columna de 
DNA(desnaturalizado)-celulosa con TL con ClNa 0,15 M
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se concentré mediante filtraciôn en una célula Ami- 
con modelo 52 utilizando una membrana Diaflo UM-10 
o UM-20E. La recuperaciôn obtenida oscilÔ entre el 
60-80%. A continuaciôn se dializÔ contra 2 litros 
de TL durante la noche en câmara frîa.
El pico de ClNa 0,15 M concentrado y dializa­
do se aplicô a una columna de fosfocelulosa de un 
volumen de 1-2 ml equilibrada con TL y se pasô a un 
flujo de 0 ,1 - 0 , 2  ml/minuto, lavândose con 2 0  ml de 
TL. A continuaciôn se eluyô con TL que contenîa 
ClNa 0,1 M y 2 M, recogiéndose fracciones de 1-2 ml, 
y determinândose la absorciôn Ôptica de las mismas 
a 280 y 260 nm. En el caso de proteînas radiacti- 
vas se tomaron alîcuotas de cada fracciôn y se pipe- 
tearon en discos de fibra de vidrio Whatman GF/A, 
los cuales se secaron en estufa y se introdujeron en 
viales a los que se anadieron 3 ml de una soluciôn 
de centelleo que contenîa 4 gramos de butil-PBD por 
litro de tolueno, ô 4 g de PPO y 40 mg de dimetil- 
POPOP por litro de tolueno, determinândose la radiac- 
tividad en un contador de centelleo lîquido.
Las fracciones correspondientes al pico de 
proteîna eluîda con ClNa 0,1 M se reunieron y se con-
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centraron por filtraciôn en una célula Amicon, mode­
lo 12 con una membrana UM-10. Despuês de centrifuger 
el concentrado para eliminar proteîna desnaturaliza- 
da, se dializô contra el tampôn adecuado y despuês 
se repartiô en alîcuotas, que se guardaron congela­
das a -70QC hasta el momento de su uso.
Las cromatografîas se llevaron a cabo en un 
colector de fracciones refrigerado ISCO, siguiêndo- 
se los picos de proteîna por su absorciôn a 280 nm 
en un registre ôptico incorporado. Todas las opera- 
ciones del proceso de purificaciôn se realizaron en 
frîo.
La concentraciôn de proteîna se estimô de mo­
do aproximado por el mêtodo de Kalckar (150), midien­
do la densidad ôptica a 280 y 260 nm, y aplicando 
la fôrmula siguiente :
concentraciôn de proteîna (mg/ml) = 1,45 x D^gg - 0,74 x D^^q
Para una valoraciôn mâs précisa de la concen­
traciôn de proteîna, se utilizô el mêtodo de Lowry 
(151) utilizando seroalbûmina de bovino como patrôn.
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5.- Electroforesis en gel de poliacrilamida
a) Preparaciôn de las muestras
De los distintos picos de proteîna del proce­
so de purificaciôn se tomaron alîcuotas de 20-50 jig, 
que se precipitaron ahadiendo TCA hasta una concen­
traciôn final del 1 0 %, dejândose en bano de hielo du 
rante 10 minutos. A continuaciôn se centrifugaron a 
8.000 rpm durante 10 minutos y a OqC en un rotor SS- 
34 de una centrîfuga Sorvall refrigerada.
Los sobrenadantes se retiraron con pipeta Pas­
teur, y los sedimentos se lavaron por resuspensiôn 
en una soluciôn de etanol f êter (1:1). Despuês de 
centrifugar 2 0  minutos a 8 . 0 0 0  rpm, se decantaron los 
sobrenadantes y los sedimentos se volvieron a lavar 
por resuspensiôn en etanol-êter (1:3). Por ûltimo,se 
centrifugÔ durante 30 minutos, se decantaron los so­
brenadantes y los sedimentos se dejaron secar. Una 
vez secos, se disolvieron en 0 , 2  ml de tampôn de rup­
ture constituîdo por tampôn de electroforesis (Tris 
(3 g/litro)-glicocola (14 g/litro), pH 8,3) con SDS 
y 2 -mercaptoetanol al 1 %, y se hirvieron en bano de 
agua durante 2 minutos. A continuaciôn, se ahadiô sa-
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carosa sôlida hasta saturaciôn, para aumentar la 
densidad de la soluciôn, y 2  pl de azul de bromofe- 
nol al 0,25% (P/V), como marcador del frente de la 
electroforesis. ^
b) Electroforesis en gel de poliacrilamida.
El mêtodo de electroforesis utilizado para 
seguir rutinariamente el proceso de purificaciôn 
de la proteîna 8  de la lînea NIL-HSV se basô en el de 
Ornstein (152) y Davis (153) , en el que la electrofo­
resis se lleva a cabo en un sistema discontinue de 
geles y pH.
Se utilizaron geles de dos partes : un gel 
superior de poro ancho o gel concentrador, y un gel 
inferior de poro estrecho o gel separador.
El gel concentrador contenîa acrilamida a una 
concentraciôn del 2,5% (P/V) y N,N'-metilenbisacril- 
amida al 0,625% (P/V) en un tampôn Tris-CIH 62,5 mM, 
pH 7,0 y TEMED al 0,06% ( V /v ). Como catalizador de 
la reacciôn de polimerizaciôn se utilizô riboflavi- 
na a una concentraciôn de 0,005 mg/ml. La riboflavi- 
na actûa como catalizador fotoquîmico en presencia 
de luz de baja longitud de onda, mientras el TEMED
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actûa como iniciador de la reacciôn de polimeriza­
ciôn,
El gel separador contenîa acrilamida al 7% 
y N-N*-metilenbisacrilamida al 0,17% en un tampôn 
Tris-CIH 0,375 M, pH 9,2 y TEMED al 0,03%. Como ca­
talizador de la polimerizaciôn se utilizô persulfa­
te amônico a 0,7 mg/ml. Ambos geles contenîan SDS 
al 0 ,1 %.
Los geles se prepararon en tubos de vidrio 
de 5,5 mm de diâmetro interno, polimerizândose pri­
mero el gel separador de 7-8 cm de altura y sobre 
éste el gel concentrador de 0 ,6 - 0 , 8  cm de altura. 
Las columnas de vidrio con los geles se colocaron 
en una cubeta de electroforesis de Hoeffer Scienti­
fic Instruments que contenîa tampôn de electrofore­
sis con SDS al 0,1%. La electroforesis se llevô a 
cabo a temperatura ambiente con una intensidad con^ 
tante de 3 mA por gel, durante 2 horas aproximada­
mente, utilizando una fuente de alimentaciôn Buch- 
1er o Biorad.
Basândonos en las observaciones de Shapiro, 
Vinuela y Maizel (154) , la electroforesis se realizô
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en presencia del detergente aniônico SDS, con lo que 
la separaciôn de las subunidades de las proteînas 
depende del peso molecular de las cadenas polipeptî- 
dicas. Como ya hemos dicfio, durante la preparaciôn 
de las muestras, las proteînas nativas se disolvie­
ron en una soluciôn que contenîa SDS al 1%. El SDS 
a esta concentraciôn produce cambios conformaciona- 
les en las proteînas formândose complejos de los po- 
lipéptidos desnaturalizados con el SDS.
Tandford (155) demostrÔ que la uniôn de gran­
des cantidades de dodecil sulfate a una proteîna es, 
primariamente, de naturaleza hidrofôbica y que, en 
las condiciones utilizadas para la electroforesis, 
el nûmero de moléculas de dodecil sulfato unidas a 
cualquier molécula de proteîna es directamente pro- 
porcional al peso molecular de la proteîna. Esto es 
consistente con la observaciôn (154) de que se pierde 
toda especificidad proteica y la movilidad es sola- 
mente una medida del tamaho molecular.
Una vez terminada la electroforesis, los ge­
les se tineron con azul de Coomassie G-250 al 0,25% 
(P/V) en metanol-acético-agua (5:1:5) durante 12 ho­
ras, destinéndose a continuaciôn en un aparato Hoef-
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fer Scientific Instruments, con una soluciôn de acé 
tico al 7%. Una vez destehidos los geles, se alma­
cenaron sumergidos en agua destilada en tubos de vi­
drio. ^
Los geles radiactivos se cortaron en fraccio­
nes de 0,7 mm de espesor, empleando un "Gel-Slicer" 
automâtico (The Mickle Laboratory Engineering Co.). 
Las fracciones se introdujeron en viales de vidrio 
a los que se ahadiô 0,25 ml de una soluciôn de SDS 
al 0,1%. Los viales se incubaron con agitaciôn a 
37qC durante la noche para eluir la proteîna de las 
fracciones del gel. Esta se adsorbiÔ a continuaciôn 
sobre discos de papel Whatman GF/A, los cuales se 
secaron en estufa y finalmente se determinô la ra- 
diactividad como se mencionô anteriormente.
C) PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA PROTEINA 8  DE 
NIL-HSV.
1.- Peso molecular en presencia de SDS.
El peso molecular de la proteîna 8  de la lî­
nea NIL-HSV en presencia de SDS, es decir, el peso 
molecular de la cadena polipeptîdica, se determinô 
por electroforesis en geles de poliacrilamida segün
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dos sistemas diferentes : el sistema utilizado para 
el proceso de purificaciôn (Ornstein y Davis) y el 
sistema de Weber y Osborn (15Q .
Este ûltimo es un sistema de pH continue y 
sôlo utiliza el gel separador, que contiene acril­
amida al 10% y bisacrilamida al 0,27% en un tampôn 
fosfato sôdico 0,07 M, pH 7,0 y TEMED 0,15%. Como 
catalizador se utilizô persulfate amônico (0,75 mg/ 
ml). El gel contenîa tambiÔn SDS al 0,1% (P/V).
Los geles, de 8  cm de altura, se colocaron 
en una cubeta de electroforesis que contenîa un tam­
pôn fosfato sôdico 0,07 M pH 7,0 con SDS al 0,1%.La 
electroforesis se llevô a cabo a una intensidad cons­
tante de 8  mA por gel con el electrode positive en 
la câmara inferior, durante unas 4-5 horas.
Se utilizaron como marcadores de peso molecu­
lar conocido las siguientes proteînas : ^-galactosi- 
dasa (130.000); fosforilasa a (94.000); seroalbûmina 
de bovino (6 8 .0 0 0 ); ^-globulina, cadena pesada 
(50.000); ovoalbûmina (45.000); lactico deshidrogena- 
sa (35.000); quimotripsinôgeno (25.000) y mioglobina 
(17.200) .(156).
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Una vez concluîda la electroforesis, se midiô 
la longitud de los geles, asî como la distancia re­
corrida por el frente de azul de bromofenol. Despuês 
de tenir y destehir los geles, segün se ha descrito 
anteriormente, y debido a que en este sistema el 
frente de azul de bromofenol desaparece, y los geles 
se hinchan en la soluciôn de âcido acêtico utilizada 
para destenirlos, el câlculo de la movilidad relati­
ve de las bandas de proteîna se realizô segün la fôr­
mula ;
distancia de emigraciôn de proteîna
Movilidad = -----------------------------------  x
longitud del gel despuês del destenido
^ longitud antes de la tinciôn
distancia de emigraciôn del frente
Las movilidades relatives de las distintas 
bandas de proteîna obtenidas con los dos sistemas de 
electroforesis se representaron grâficamente frente 
a sus respectives pesos moleculares en una escala se 
milogarîtmica. El peso molecular de la proteîna 8  se 
determinô a partir de esta grâfica patrôn.
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2.- Analisis de aminoâcidos de la proteîna 8 .
Se utilizô el mêtodo de hidrôlisis con âcido 
p-toluen-sulfônico, que permite detectar el triptô- 
fano (157) . Alîcuotas de 25 pg de proteîna 8  purifi- 
cada se precipitaron con TCA y se lavaron con etanol- 
eter como se ha descrito para las electroforesis en 
geles de poliacrilamida. Los sedimentos secos se hi- 
drolizaron con 50 pl de âcido p-toluen-sulfônico 3N 
conteniendo triptamina al 0,2% durante 22, 48 y 72 
horas a 11OQC en vacio. Al têrmino del tiempo de hi­
drôlisis, las muestras se neutralizaron con hidrôxi- 
do de litio 3N, ajustândose el pH a 2,2, y ahadiendo 
a continuaciôn 100 pl de citrato de litio 0.15 M, pH 
2,2.
Alîcuotas de 20 pl de cada muestra se procesa- 
ron en un analizador automâtico Durrum segün el mêto- 
do de Lee (158) . Las proporciones de los distintos 
aminoâcidos se determinaron por comparaciôn de las 
âreas de los picos de las muestras de P 8  con las co­
rrespondientes a una muestra standar de aminoâcidos.
Los valores calculados para los aminoâcidos 
serina, treonina y triptôfano, se extrapolaron a 
tiempo cero, y en el caso de la leucina y la valina
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se tomaron los valores correspondientes al tiempo 
mayor de hidrôlisis (72 horas). Los valores de los 
demâs aminoâcidos se calcularon haciendo la media 
de los valores obtenidos en los très tiempos de hi­
drôlisis.
3.- Electroenfoque en gel de poliacrilamida
La proteîna 8  purificada se sometiô a elec­
troenfoque en plaça de poliacrilamida utilizando el 
aparato LKB 2117 Multiphor, segün el procedimiento 
desarrollado por Karlsson et al (159) basado en las 
observaciones de Vesterberg (160) , con una modif ica­
ciôn adicional que consistiÔ en aplicar las condi­
ciones de disociaciôn descritas por 0 'Farrell (161) 
para la resoluciôn bidimensional de las proteînas to­
tales de E. coll.
En estas condiciones, la proteîna se disocia 
por calentamiento en presencia de SDS y urea a alta 
concentraciôn para evitar agregados que impidan su 
penetraciôn en el gel, y, una vez disociada, se ana- 
de el detergente no iônico Nonidet P-40 que actüa 
como agente secuestrante del SDS, con lo que las ca­
denas polipeptîdicas disociadas recuperan su carga 
original correspondiente. Esto permite el electroen-
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foque de las mismas que se realiza en presencia de 
urea para impedir la reasociaciôn de los polipëpti- 
dos.
Se utilizô un gel que contenîa acrilamida al 
5%; N-N'-metilenbisacrilamida al 0,15%; NP40 al 2%; 
urea 9 M; TEMED al 0,05%, y anfolitos (LKB) ; pH 3- 
10, 1,86%; pH 7-10, 0,26%; pH 5-8, 0,13% y pH 3-6, 
0,13% (escala final de pH, 3-10). Como catalizador 
de la polimerizaciôn se utilizô persulfato amônico 
al 0 ,1 %.
El gel se preparô en forma de plaça de 260 x 
125 mm y 1,5 mm de espesor, y se guardô en nevera 
hasta el momento de su uso cubierta con papel de ce- 
lofân para evitar su desecaciôn.
Las muestras se prepararon de la siguiente 
manera : a alîcuotas de 15 pl de P 8  purificada y dia- 
lizada contra TL diluîdo 5 veces con agua (TL^/5),a 
una concentraciôn de 1,7 mg/ml, y de hemoglobina de 
sangre de buey (1,7 mg/ml en TL l/g), se ahadiô un 
volumen igual de tampôn de ruptura (SDS 1%; 2-mercap* 
toetanol 10%; urea 9 M y anfolitos pH 3-10 al 4%) y
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se hirviô en bano de agua durante 2 minutos. Despuês 
se anadieron 7 pl de NP40 al 10% en urea 9 M, adsor- 
biêndose las muestras en tiras de papel Whatman MM 
de 5 X 10 mm y aplicândose a la plaça como se descri­
be mâs abajo.
La plaça de acrilamida se cortô en fragmentes 
de tamaho conveniente, y se colocô sobre la plaça ré­
frigérante del aparato Multiphor. Se aplicaron a con­
tinuaciôn dos tiras de papel de filtro empapadas en 
las soluciones de los electrodes (ânodo : PO^H^ 1 M; 
câtodo : NaOH 1 M), y se conectô a una fuente de ali­
mentaciôn LKB,modelo 2103 a una potencia constante de 
1 0  watios durante una hora para preformar el gradien- 
te de pH. A continuaciôn se desconectô la ]fuente y se 
aplicaron las muestras sobre la superficie del gel, 
absorbidas en fragmentes de papel de filtro. Seguida­
mente se volviô a conectar durante otras 2  horas, re- 
tirando los papeles de aplicaciôn de las muestras a 
los 45 minutos.
El electroenfoque se llevô a cabo a una tempe­
ratura de 15-18QC, utilizando un circuîto de refrige- 
raciôn por agua, proporcionado por un baho termostati- 
zado Lauda. Al comienzo del proceso, el voltaje y la
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intensidad fueron de 300 V y 35 mA, respectivamente, 
que fueron variando a Id largo del proceso, siendo 
al final del mismo, de 1400 v y 7 mA.
Concluîdo el electroenfoque y con el fin de 
determiner el gradiente de pH de la plaça, se cortô 
una tira de 1 0  mm de ancho, en sentido longitudinal 
y adyacente al lugar de aplicaciôn de lasmuestras, 
seccionândose en fracciones de 5 mm que se colocaron 
en viales de vidrio conteniendo 1  ml de agua desti- 
lada libre de CO^. Los viales se incubaron con agita- 
ciôn lenta durante la noche en un agitador New Bruns­
wick, determinândose el pH con un pHmetro Radiometer.
El resto de la plaça de acrilamida se tinô du 
rante una hora a 60s C con una soluciôn preparada el 
mismo dîa que contenfa 0,75 g de azul de Coomassie 
R-250, 225 ml de metanol, 22.5 g de âcido sulfosali- 
cîlico, 75 g de TCA, y 465 ml de agua destilada, y 
se destinô a continuaciôn a 373 C con una soluciôn de 
agua-metanol-acético (3:3:1) durante 24 horas.
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4 Peso molecular de la proteîna 8  en estado nativo.
El estudio del peso molecular de la proteîna 
8  de NIL-HSV én condiciones no disociantes se hizo 
por dos métodos diferentes : por filtraciôn en gel 
(biogel P-200) calibrando con proteînas de peso mo­
lecular conocido y por centrifugaciôn analîtica.
a) Filtraciôn en gel
Una suspensiôn de Biogel P-200 (BioRad, 100- 
200 mesh) en tampôn fosfato sôdico 0,1 M, pH 7,5, 
previamente hidratada durante 4 8  horas, se empaque- 
tô en una columna de vidrio de 0,9 x 60 cm. Esta co- 
lumna se calibrô con proteînas de peso molecular co­
nocido, y a continuaciôn se cromatografiô una alîcuo 
ta de proteîna 8  purificada marcada radiactivamente 
(8,5 pg, 1880 cpm/pg) en un volumen de 0,2 ml del 
tampôn de equilibrio de la columna, recogiéndose 
fracciones de 0,25 ml con un colector de fracciones 
Buchler.
La posiciôn de los marcadores se determinô mi- 
diendo la absorciôn a 280 nm. El volumen excluîdo se 
midiô cromatografiando una alîcuota del bacteriôfago 
029 purificado, siguiendo su absorciôn a 260 nm, y
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se tomô la mioglobina como marcador comûn a las dis­
tintas cromatografîas, siguiendo su absorciôn a 420 
nm. Tanto el empaquetamiento de la columna como las 
cromatografias se hicieron a temperatura ambiente 
(20-25QC) con un flujo constante determinado por una 
presiôn hidrostâtica de unos 2 0  cm de altura entre 
los niveles de entrada y salida del tampôn.
Para determinar la posiciôn de la proteîna 8  
radiactiva, se tomô una alîcuota de 2 0 0  p.1 de cada 
fracciôn y se pipeteô en discos de papel de fibra 
de vidrio GF/A, midiôndose su radioactividad como 
se describiô anteriormente.
Las proteînas marcadoras utilizadas fueron :
Jf'-globulina humana, 1 mg; seroalbûmina de bovino,
2 mg; ovoalbûmina, 1,5 mg, y mioglobina.de esperma 
de ballena, 0 , 2  mg.
b) Ultracentrifugaciôn analîtica. Equilibrio 
de sedimentaciôn de la P 8 .
Se utilizô el método de deplecciôn en el me- 
nisco desarrollado por Yphantis (162) , mediante el 
cual, al correr la ultracentrîfuga analîtica a una 
velocidad suficientemente alta, la regiôn de la so­
luciôn prôxima al menisco (la parte mas cercana al
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eje de giro) llega a estar libre de macromolêculas.
El método ofrece las ventajas de requérir relative- 
mente poco tiempo para alcanzar el equilibrio de se 
dimentacién, poder utilizer pequenas cantidades de 
proteîna y no ser necesario determinar con preci- 
siôn la concentraciôn inicial de la soluciôn.
Se empleô una célula de seis canales en el 
rotor AN-D de una ultracentrîfuga analîtica Beck­
man, modelo E, equipada con ôptica de interferencia 
Rayleigh. Se tomaron fotografîas a distintos tiempos 
y a distintas velocidades de centrifugaciôn para com- 
probar que el equilibrio se habîa alcanzado. La medi- 
da de los desplazamientos de las franjas de interfe-
rencia se realizô utilizando un microcomparador Ni­
kon. El desplazamiento de las franjas en sentido ver­
tical es una medida directa del incremento en la con­
centraciôn de proteîna en el fondo de la célula (la
parte mâs alejada del eje de giro).
Haciendo una representaciôn grâfica de la de- 
pendencia del logaritmo de la concentraciôn de pro­
teîna con respecto al radio de giro al cuadrado, se 
obtiene una recta si sôlo hay una especie molecular 
présente, cuya pendiente se puede calculer por el mé­
todo de los mînimos cuadrados.
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La proteîna 8  purificada se analizô a varias 
concentraciones y en dos tampones distintos : tam­
pôn fosfato sôdico 0,1 M, pH 7,5 y tampôn de lavado 
sin seroalbûmina diluîdo 5 veces (TL^/5 ), para lo 
cual la proteîna purificada se dializô extensamente 
contra estas soluciones tampôn. El dializado se uti­
lizô como referencia.
Para el câlculo del peso molecular fue nece­
sario determinar el volumen especîfico parcial de 
la proteîna 8 , lo que se realizô por el método des- 
crito por Cohn y Edsall (163) a partir de su compo- 
siciôn en aminoâcidos.
También se determinô la densidad de los tam­
pones utilizados, empleando para ello un densîmetro 
Anton Paar. La medida se hizo a distintas temperatu- 
ras, con lo que se confeccionaron rectas de calibra- 
ciôn a partir de las cuales se extrapolaron las den- 
sidades a las temperaturas en que se efectuaron las 
carreras.
El câlculo del peso molecular se hizo aplican- 
do la fôrmula convencional para los estudios de equi­
librio de sedimentaciôn en la ultracentrîfuga analî-
I _
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tica (164) :
2RT 2.303 (dlogC)
M =   X   ,
(i-5p)a>^ d (r^ )
en donde M es el peso molecular aparente del soluto; 
R es la constante de las gases; T es la temperatura 
absoluta a la que se hizo la carrera; V es el volu­
men especîfico parcial del soluto; p es la densidad 
de la soluciôn; cü es la velocidad angular de la ca­
rrera, y el término ^ log C représenta el incre-
d (r^)
mento de la concentraciôn de soluto en cualquier di^ 
tancia radial.
En el método de Yphantis de depleciôn en el 
menisco, este ûltimo término se puede sustituir por
[^(r) o^] ^ en donde Y es el desplazamiento
vertical de las franjas de interferencia y Yq es la 
media de los valores de una franja cualquiera en la 
parte lineal de la misma, es decir, en la parte mâs 
cercana al menisco, en donde la concentraciôn de pro 
teîna es prâcticamente cero, ya que el término 
^Y - YqJ es proporcional a la concentraciôn
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de soluto y, por lo tanto, la pendiente de la grâfi­
ca en cualquier punto radial es proporcional al peso 
molecular aparente de la proteîna.
5 .- Método de tinciôn para glicoproteînas (PAS).
Para averiguar si la proteîna 8  es una glico- 
proteîna, se utilizô el método de tinciôn por el reac 
tivo de Schiff después de tratamiento de la proteîna 
con âcido periôdico . (165).
Para ello, alîcuotas de 30 pg de P 8  y de y - 
globulina, ovoalbûmina, lâctico deshidrogenasa y se­
roalbûmina libre de lîpidôs se sometieron a electro- 
foresis en presencia de SDS como se ha descrito ante­
riormente (sistema de Davis y Ornstein). Una vez con- 
cluîda la electroforesis, los geles se tiheron bien 
con Coomassie G-250 por el método habituai ya descri 
to, o bien se procesaron para tinciôn de glicoproteî­
nas como se detalla a continuaciôn:
Se fijaron los geles con metanol-acético-agua 
(5:1:5) durante la noche. A continuaciôn se trataron 
durante 50 minutes a temperatura ambiente con una so­
luciôn que contenîa âcido periôdico al 1 % y âcido
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acético al 3%, lavândose acto seguido con agua des­
tilada seis veces durante 2 0  minutes cada una con 
agitaciôn en matraces Erlenmeyer. Los geles asî la- 
vados se tineron durante 1 2  horas a temperatura am­
biente con unos 20 ml de reactivo de Schiff (Metabi- 
sulfito 0,8% (P/V); CIH 1,05% (V/V); Fucsina o,4%) 
(165) .
A continuaciôn se lavaron très veces con me- 
tabisulfito potâsico 0,025 N durante 10 minutes, y 
se destineron en matraces de 250 ml con varies cam- 
bios de una soluciôn de metanol-acético-agua (8 :1 : 
11).
Por este sistema, las glicoproteînas aparecen 
tehidas de color rosado-anaranjado, mientras que las 
proteînas que no contienen cantidades apreciables 
de hidratos de carbone (menos del 1 % en peso) no se 
tihen.
D) INTERACCION DE LA PROTEINA 8  CON EL DNA.
1.- Uniôn de la proteîna 8  purificada a columnas 
de DNA-celulosa.
Para comprobar si la proteîna 8  una vez puri­
ficada conserva su capacidad de uniôn a columnas de
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de DNA-celulosa y si esta uniôn es especîfica, se 
empaquetaron dos columnas de un volumen de 0 , 2  ml 
en pipetas Pasteur, una de ellas con celulosa y la 
otra, con DNA-(desnaturalizado)-celulosa (2 mg de 
DNA/g de celulosa), equilibrândose con TL i SAB.
A continuaciôn se aplicaron a cada columna 8  pg de 
P 8  radiactiva (1.300 cpm/pg) en 0,1 ml de TL f SAB, 
procediéndose como se describiô anteriormente. Cada 
columna se lavô con 10 ml de TL f SAB y se eluyô con 
8  ml de TL con ClNa 0,15 M. Se recogieron fraccio­
nes de 0 , 2  ml, determinândose la radiactividad como 
se ha descrito anteriormente.
2.- Interacciôn in vitro de la proteîna 8  con el DNA; 
filtraciôn por discos de nitrato de celulosa.
Para estudiar la uniôn de la proteîna 8  a dis­
tintos tipos de âcidos nucleicos en soluciôn, se uti­
lizô una modificaciôn de la técnica de filtraciôn por 
discos de nitrato de celulosa de Jones y Berg (166 )/ 
que permite detectar el complejo formado entre el âci­
do nucleico y la proteîna. Esta modificaciôn consistiô 
en anadir dimetilsulfôxido al 1 % en el tampôn de tra­
tamiento de los discos, con lo que el fondo debido al
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DNA no unido a proteîna retenido en el filtro dismi- 
nuye apreciablemente (166).
a) Uniôn de la proteîna 8  a DNA homôlogo y 
heterôlogo.
Para estudiar la interacciôn de la proteîna 8  
a DNA de diverses orîgenes, se incubaron a 30QC du­
rante 5 minutes (posteriormente se comprobÔ que con 
un tiempo mener de incubaciôn se obtienen idénticos 
resultados) cantidades crecientes de proteîna 8  con 
una cantidad fija del âcido nucleico a estudiar mar- 
cado radiactivamente, en un volumen de 0,1 ml de TL 
con ClNa 0,09 M. Al final de la incubaciôn, se dilu- 
yeron las muestras con 1 ml de TL, filtrândose inme- 
diatamente por discos de nitrocelulosa (Millipore 
HAWPQ 2500, de 25 mm de diâmetro) previamente hervi- 
dos en agua destilada durante 2 0  minutes y sumergidos 
en TL con dimetil sulfôxido al 1%. La filtraciôn se 
llevô a cabo a una presiôn negative de unos 5-10 cm 
de Hg con lo que el flujo de filtraciôn no sobrepa- 
sô nunca los 5 ml/minuto. Los discos se lavaron dos 
veces con 3-5 ml de TL (también se comprobô posterior
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mente que no era necesario un lavado tan extenso)y 
se secaron a continuaciôn durante una hora bajo lâm- 
para de rayos infrarrojos. Después de anadir liquide 
de centelleo, la radiactividad se determinô como se 
describiô anteriormente. Como contrôles, se llevaron 
incubaciones en paralelo con RNA-polimerasa purifica­
da de B. subtilis y seroalbûmina de bovino.
Se utilizaron dos tipos de DNA ; DNA homôlogo 
de NIL-HSV marcado con tritio y preparado segûn se 
describe en el apartado correspondiente, y DNA hete­
rôlogo del bacteriôfago ^29 marcado con o C^^.
b) Efecto de la fuerza iônica y de la tempera­
tura sobre la interacciôn in vitro de la P 8  con el 
DNA desnaturalizado.
El efecto de la fuerza iônica y de la tempera- . 
tura se estudiô incubando una cantidad fija de DNA 
desnaturalizado de NIL-HSV y de proteîna 8  en 0,1 ml 
de TL que contenîa ClNa a distintas concentraciones.
La diluciôn de las muestras y el lavado de los filtros 
se hizo con TL que contenîa ClNa a las misma concentra­
ciôn que la mezcla de incubaciôn. La temperatura de in
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cubaciôn fue de 30QC ô OQ.C, lavândose en cada caso 
con el tampôn correspondiente a la misma temperatu­
ra.
c) Efecto de cationes divalentes sobre la in­
teracciôn in vitro de la P 8  con el DNA desnaturaliza­
do de NIL-HSV.
■I.J. 4.4.
Para estudiar el efecto del Mg* * y Mn*’ se 
procediô de idéntica manera a la descrita anteriormen­
te, incubando cantidades fijas de proteîna 8  y DNA de^ 
naturalizado de NIL-HSV marcado con tritio en 0,1 ml 
de TL con ClNa 0,09 M y concentraciones crecientes de 
uno u otro catiôn. El efecto del Mg'* se estudiô tam­
bién incubando una cantidad fija de DNA con cantidades 
crecientes de P 8  en TL con ClNa 0,09 M en presencia o 
ausencia de Cl 2 Mg 10 mM.
d) Efecto del tamano del DNA sobre la interac­
ciôn P 8 -DNA desnaturalizado.
El DNA-C^^ nativo de NIL-HSV (0,1 mg/ml) se so- 
nicô en un volumen de 1,5 ml de SSC 0,1 x durante 1 mi­
nute con pulsos de 1 0  segundos y a una amplitud de os- 
cilaciôn de siete micras utilizando un sonicador MSE,y
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manteniendo la soluciôn en bano de hielo.
El DNA sonicado se desnaturalizô por calor, 
incubândose a continuaciôn 10 jig de P8 con 1 pg de 
las distintas fracciones de DNA en 75 pl de TL con 
ClNa 75 mM a 30qc y durante 5 minutes, procesândose 
a continuaciôn como se ha descrito anteriormente.
El tamano del DNA antes y después de sonicar 
se calculé de forma aproximada por electroforesis en 
gel de agarosa (ver mâs adelante en el apartado de 
ènsayo de endonucleasas) utilizando los fragmentes 
de digestiôn del DNA de ^29 por la endonucleasa de 
restricciôn EcoRI.
e) Curva de concentraciôn de DNA desnaturaliza­
do.
Se incubaron en 75 pl de una mezcla de reac- 
ciôn que contenîa 30 pl de SSC 0,1 x, 30 pl de TL con 
ClNa 0,15 M y 15 pl de TL ^ / 5  (concentraciôn final de 
ClNa 68 mM), 5,10 o 15 pg de P8 con cantidades cre­
cientes de DNA-C^^ desnaturalizado de 029, La incuba­
ciôn se efectuô a 30QC durante 5 minutes, y a conti­
nuaciôn se filtraron las muestras como se ha descrito
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anteriormente, lavândose los filtros con 1  ml de la 
mezcla de reacciôn.
f) Uniôn de la proteîna 8  a poli(dA-dT), poliA, 
Y RNA homôlogo.
Se incubaron a 30QC durante 5 minutes cantida­
des crecientes de proteîna 8  con una cantidad fija 
de poli (dA-dT)-H^ desnaturalizado por calor (1,2 pg, 
21.6000 cpm/pg), poli A-C^^ (1,3 pg; 2.000 cpm/pg) , 6  
RNA-H^ de NIL-HSV (4,3 pg; 1.580 cpm/pg), en un volu­
men de 75 pl de una mezcla de reacciôn que contenîa 
45 pl de TL^/5 , 10 pl de TL, 10 pl de TL con ClNa 0,1 
M y 10 pl de SSC 0,lx (concentraciôn final de ClNa 
28 mM). Las mezclas de incubaciôn se filtraron de la 
forma habituai.
3.- Precipitaciôn del complejo DNA(desnaturalizado)- 
P 8 .
Cantidades fijas de proteîna 8  y DNA desnatura­
lizado de NIL-HSV marcado radiactivamente, en 0,1 ml 
de TL que contenîa distintas concentraciones de ClNa, 
se incubaron a varias temperaturas durante 5 minutes, 
en tubos cônicos de 1 ml de la casa Sorvall. A conti-
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nuaciôn se centrifugaron los tubos en el rotor SS-34 
de una centrîfuga Sorvall a 8.000 rpm durante 10 mi­
nutes, a la misma temperatura que se realizô la incu­
baciôn. Seguidamente, se retirô el sobrenadante con 
una micropipeta teniendo cuidado de no remover el se- 
dimento y se adsorbiô en discos de fibra de vidrio 
GF/A.
A los sedimentos se ahadieron 100 pl de una 
soluciôn igual al tampôn de incubaciôn, con SDS al 
1 %, calentândose 2  minutes para disolver el sedimento. 
A continuaciôn, se tomô todo el volumen con una micro­
pipeta y se adsorbiô en papeles GF/A. Después de se- 
car durante una hora a lOOQC, se anadiô liquide de cen 
telleo y se determinô la radiactividad.
4.- Estequiometria de la uniôn de la proteîna 8  al DNA 
desnaturalizado.
Para calcular la cantidad de proteîna 8  fijada 
al complejo insoluble P 8 -DNA desnaturalizado, se em- 
plearon dos sistemas distintos dependiendo de que la 
proteîna estuviese marcada radiactivamente,o no.
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a) Uniôn de la proteîna 8  radiactiva a DNA 
desnaturalizado.
Se incubaron a 30QC durante 5 minutes en tu­
bos cônicos de 1 ml, 3,8 pg de DNA-C^^ de NIL-HSV
3
desnaturalizado (985 cpm/pg), con 1,7 pg de P 8 -H 
purificada (1.800 cpm/pg) diluîda con cantidades 
crecientes de proteîna 8  frîa, en un volumen de 75 
pl de una mezcla de reacciôn que contenîa 2 0  pl de 
SSC 0,lx, 30 pl de TL con ClNa 0,15 M, 20 pl de 
TL^/g y 5 pl de TL con ClNa 0,1 M (concentraciôn 
final de ClNa : 73 mM). Después de la incubaciôn, 
se centrifugaron los tubos y se determinô la radiac­
tividad en los sedimentos y en los sobrenadantes,co­
mo se describe en el apartado anterior, aplicando en 
este caso condiciones de contaje para doble marca.
b) Uniôn de la proteîna 8  frîa a DNA desnatu- 
ralizado.
Se procediô de idéntica manera, incubando 4,2 
pg de DNA-C^^ de NIL-HSV desnaturalizado (18.000 cpm/ 
pg) con cantidades crecientes de proteîna 8  frîa. Se
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centrifugaron los tubos y se retiraron los sobrena­
dantes, que se depositaron en tubos limpios.
A los sedimentos se ahadieron 100 pl de un 
tampôn de ruptura que contenîa tampôn de incubaciôn 
idéntico al descrito en el apartado anterior, con 
SDS al 1%; 2-mercaptoetanol 1%; sacarosa 5% y azul 
de bromofenol 8  pg/ml. A los sobrenadantes se aha­
dieron 25 pl de tampôn de ruptura 4 x (tampôn de in­
cubaciôn con SDS 4%, 2-mercaptoetanol 4%, sacarosa 
20% y azul de bromofenol 32 pg/ml). Después de calen 
tar 2 minutes a lOOQC, se tomaron alîcuotas de 5 pl 
que se adsorbieron en discos de papel de fibra de
vidrio GF/A, determinândose la radiactividad debida 
14al DNA-C en la forma habituai. El volumen restante 
de cada muestra se sometiô a electroforesis en plaça 
de poliacrilamida, utilizando el sistema de Ornstein 
y Davis, ya descrito.
Las plaças se polimerizaron en una cubeta de 
electroforesis de Hoeffer Scientifc Instruments,mo­
delo SE-500 con un grosor de 3 mm, y la electrofore­
sis se llevô a cabo durante unas dos horas y media, 
aplicando un voltaje inicial de 1 0 0  voltios, que diô
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una intensidad de 150 mA.
Se llevaron en paralelo varios puntos con 
cantidades conocidas de P 8 , que se utilizaron para 
confeccionar una curva de calibraciôn.
Una vez concluîda la electroforesis, se ti­
neron las plaças con azul de Coomassie G-250 en me- 
tanol-acético-agua (5:1:5) durante la noche, con 
agitaciôn, destihéndose a continuaciôn con acético 
al 7%, con varios cambios.
La determinaciôn de la cantidad de proteîna 
se hizo bien por densitometrîa de las bandas con un 
espectrofotômetro Gilford 2400 y comparaciôn de las 
âreas de cada pico con la curva de calibraciôn obte- 
nida con la proteîna 8  (168 ) o bien por eluciôn del 
colorante del gel con piridina, segûn el método des­
crito por Fenner et al (169) •
En este ûltimo caso, se cortaron rectângulos 
del gel, comprendiendo las bandas de proteîna y se 
homogeneizaron con un émbolo de teflon en un tubo de 
vidrio, que contenîa volumenes adecuados de piridina 
al 25%, dejândose después en tubos cônicos graduados 
de 15 ml de capacidad con agitaciôn durante la noche.
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Cuando el colorante quedô en equilibrio entre las 
partfculas del gel y la soluciôn de piridina, se de­
terminô la absorciôn a 615 nm (mâximo de absorciôn 
del azul de Coomassie G-250 en piridina al 25%) , y, 
después de sustraer la absorciôn debida al fondo de 
tinciôn del gel sin proteîna, se efectuô una curva 
de calibraciôn a partir de las cantidades conocidas 
de proteîna 8 , que se utilizô para calcular la can­
tidad de proteîna en las bandas correspondientes a 
los sobrenadantes o sedimentos obtenidos por centri­
fugaciôn de las mezclas de incubaciôn de la P 8  con 
el DNA.
5.- Preparaciôn del DNA de NIL-HSV radioactive.
El DNA se extrajo de las células segûn el mé­
todo de Marmur (170). Las células se cultivaron en 
botellas y se marcaron como se detalla en el aparta­
do de cultives radioactives.
Después de retirar el medio y lavar 2 veces 
con 40 ml de PBS, por botella, se ahadieron 15 ml 
de tampôn de extracciôn con SDS (ClNa 0,15 M; EDTA 
0,1 M, pH 8  y SDS al 2%), recogiéndose el extracto 
viscose en un matraz. A continuaciôn se ahadiô per-
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clorato sôdico 5 M hasta una concentraciôn final de 
1 M, y se agitô durante unos minutes. Seguidamente 
se anadiô un volumen igual de cloroformo-alcohol iso- 
amîlico (1 2 :1 ) y se agitô suavemente por rotaciÔn del 
matraz durante 30 minutes. La soluciôn se centrifugô 
a 6 . 0 0 0  rpm durante 1 0  minutes a temperatura ambien­
te, y se recogiÔ la fase superior acuosa, la cual se 
volviô a extraer con cloroformo-alcohol isoamîlico, 
repitiéndose el proceso 2  veces mâs.
La soluciôn acuosa final se precipitÔ con 2 vo 
lûmenes de etanol absolute frîo, recogiéndose el DNA 
mediante una varilla de vidrio. El DNA se secô al 
aire, y se disolviô en un volumen adecuado de SSC 
0,1 X durante la noche. Una vez disuelto se tratô con 
50 pg/ml de RNasa pancreâtica (preincubada a 80QC du­
rante 30 minutes) durante 1 hora a 37QC. Después de 
este tratamiento, el DNA se desproteinizô por una nue 
va extracciôn con cloroformo-alcohol isoamîlico, y se 
precipitÔ de nuevo con etanol absolute, guardândose 
enrollado en la varilla de vidrio a -20QC.
Cuando se quiso utilizer, el DNA se disolviô 
en SSC 0,1 X, con unas gotas de cloroformo para évi­
ter contaminaciôn.
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E) ENSAYO DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
1.- Ensayo de RNasa.
Se incubaron a 30qC 0,4 ml de TL que contenîa
3
6 6  pg de RNA-H total de NIL-HSV con 0,1 ml bien de 
P 8  purificada (0,5-0,9 mg/ml en TL con ClNa 0,1 m) , 
o de RNasa _ pancreâtica (50 pg/ml en TL con ClNa 0,1 
M y SAB 0,5 mg/ml) o bien de TL con ClNa 0,1 M. A 
distintos tiempos se tomaron alîcuotas de 0 , 1  ml a 
las que se ahadiô, para detener la reacciôn, 0,4 ml 
de una soluciôn que contenîa acetato sôdico al 2 %, 
EDTA 10 mM y RNA de levadura (0,125 mg/ml). A conti­
nuaciôn se ahadiô a cada alîcuota 1 , 2  ml de etanol 
absolute (preenfriado a -20QC), manteniôndolas a 
-20QC durante una hora. Después de centrifuger a 
8.000 rpm durante 30 minutes y OqC se recogiô 1 ml 
delsobrenadante al que se ahadiô 1 0  ml de una solu­
ciôn de Bray compuesta de Naftaleno 60 g; PPO 4 g; 
POPOP 0,2 g; metanol absolute 100 ml y etilen glicol 
20 ml, en 1 litre de dioxano (171). La radiactividad 
se determinô en un contador de centelleo liquide Nu­
clear Chicago.
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El RNA total de NIL-HSV se aislô de células 
marcadas con uridina tritiada por el método del fe- 
nol caliente (172).
2.- Ensayo de DNasa (exonucleasa).
La mezcla de incubaciôn contenîa los siguien- 
tes componentes en un volumen final de 0,5 ml : Tris- 
ClH 50 mM, pH 7,9; glicerol 6 %; ditiotreitol 3,75 
mM; S0 ^(NH^ ) 2  50 mM; Cl 2 Mg 1,25 mM; Cl 2 Mn 1,25 mM;
ATP, CTP y GTP 0,25 mM; 30 pg de DNA-H^ desnaturali­
zado de NIL-HSV (1630 cpm/pg) y 0,1 ml de P 8  (1 mg/ml 
en TL con ClNa 0,1 M), ô 0,1 ml de DNasa I pancreâti­
ca (25 pg/ml en TL con ClNa 0,1 M) ô 0,1 ml de Tl con 
ClNa 0,1 M. La incubaciôn se llevô a cabo a 37qC. Se 
tomaron a distintos tiempos alîcuotas de 0 , 1  ml a las 
que se ahadiô para detener la reacciôn 0,4 ml de una 
soluciôn que contenîa acetato sôdico al 0,2%, EDTA 10 
mM y DNA de timo de ternera desnaturalizado (0,12 mg/ 
ml), procesândose a continuaciôn las muestras de igual 
manera que en el ensayo de RNasa.
3.- Ensayo de DNasa (endonucleasa).
Para la valoraciôn de actividad endonucleasa 
se utilizô un método cualitativo en el que un DNA de
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de etidio (5 pg/ml) durante media hora. Las zonas 
con DNA aparecen como manchas fluorescentes bajo 
luz ultravioleta.
4.- Ensayo de ATPasa
La mezcla de reacciôn contenîa los siguien- 
tes componentes en un volumen final de 0,15 ml :
0,1 ml de TL; Tris-CIH 40 mM, pH 7,8; CIK 50 mM;
ClgMg 12 mM; EDTA 0,125 mM; ditiotreitol 0,125 mM;
SAB 2 mg/ml; 0,1 pmoles de ATP-^-P^^ y 15 pg de 
P 8  purificada, 6  30 pg de las proteînas del pico 
de ClNa 0,15 M de la columna de DNA (nativo)-celu­
losa, ô 2 0 0  pg de las proteînas no retenidas en 
la columna de DNA (desnaturalizado) - celulosa.
La incubaciôn se llevô a cabo a 37qC. A distintos 
tiempos se tomaron alîcuotas de 50 pl, a las que se 
ahadiô 1  ml de una soluciôn que contenîa carbôn ac­
tive al 3%; SAB 0,15 mg/ml; fosfato potâsico 1 mM, 
pH 7; pirofosfato sôdico 0,1 mM y ClH 80 mM, mante- 
niéndose 15 minutes en bano de hielo. A continuaciôn 
se centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 minutes a 
temperatura ambiente, y se tomaron 0,25 ml del sobre­
nadante, que se depositaron en viales de vidrio. Se 
ahadiô 1,5 ml de una soluciôn que contenîa Tritôn X-
L.
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100 al 33% en lîguido de centelleo, determinândose 
la radiactividad en un contador Packard TriCarb.
Como contrôles, se llevaron incubaciones en 
paralelo sin proteîna, que se procesaron de igual 
manera, asî como alîcuotas a las que no se anadiô 
carbôn active antes de centrifuger.
F) ENSAYO DE UNION A COLCHICINA
Para ver si la P 8  es tubulina, se probô su 
capacidad para fijar colchicina marcada radiactiva­
mente, en las condiciones de ensayo utilizadas por 
Pastan para la tubulina de fibroblastos de la lînea 
3T3 (174), y utilizando el método de filtraciôn en 
Sephadex GlOO para la separaciôn de la colchicina li­
bre de la ligada a tubulina (175).
Se homogeneizô un cerebro de rata en 20 ml 
de un tampôn que contenîa fosfato sôdico 1 mM, pH 7; 
ClgMg 1 mM y sacarosa 0,33 M, con un homogeneizador 
Potter Elvejhen. A 1,5 ml del homogenado se anadiô 
0,75 ml de un tampÔn que contenîa pirofosfato sôdico 
50 mM, pH 6,5; ClgMg 2,5 mM y GTP 0,1 mM (tampôn pi-
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rofosfato). Se centrifugô a continuaciôn a 14.000 
rpm durante 30 minutes y a OQC. El sobrenadante se 
dializô contra 500 ml de tampôn pirofosfato, duran­
te unas 4 horas en frfo. Del dializado (4,2 mg/ml) 
se tomaron 200 pl, a los que se anadiô 5 pCi de col- 
chicina-H^ (3 Ci/mmol) y 5 pl de colchicina frîa 0,2 
mM, incubândose a continuaciôn durante 90 minutes 
a 37QC y en la oscuridad.
Al final de la incubaciôn, la muestra se in- 
trodujo en una columna empaquetada con una suspen­
siôn de Sephadex G-lOO (1 x 25 cm), equilibrada con 
tampôn pirofosfato. La cromatograffa se llevô a ca­
bo a 4qC en un colector de fracciones refrigerado 
Isco, recogiéndose fracciones de 0 , 8  ml.
Se procesô de igual manera 270 pg de P 8  puri­
ficada, en 0 , 2  ml de TLl/g, dializândose contra 2 0 0  
ml de tampôn pirofosfato e incubândose con colchici- 
na-H^ como se ha descrito anteriormente.
Se determinô la absorciôn a 280 nm de las frac 
clones de la cromatograffa, y después se tomaron alî­
cuotas de 2 0 0  pl de cada fracciôn, que se depositaron 
en viales de vidrio, ahadiéndose 2  ml por vial de una
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soluciôn de Triton X-100 al 33% en liquide de cente- 
lleo. Finalmente, se determinô la radiactividad en 
un contador Nuclear Chicago.
R E s U L T A D 0 s
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A) PURIFICACION DE LA PROTEINA 8  DE CELULAS NIL-HSV.
1  ) Çantidad_de_proteîna_en__los_extractos_cru- 
dos de NIL-HSV.
En nuestras condiciones de cultivo a gran es- 
cala de fibroblastos transformados NIL-HSV, en las 
que se alcanza la confluencia al final del periodo 
de incubaciôn, se obtienen unos 2 0 0  millones de cé- 
lulas por botella. Por otro lado, la cantidad de pro- 
teîna que se solubiliza en las condiciones de extrac- 
ciôn utilizadas es de unos 35 mg por botella (Tabla 
I). Teniendo en cuenta que la protelna que permane- 
ce insoluble en esas condiciones es un 25% del total 
(176), se puede calcular la protelna total por célula, 
obteniéndose un valor de 200-250 picogramos.
2) Cromatografia en columnas de DNA-celulosa.
El metodo de purificaciôn de la protelna 8  de 
la lînea establecida NIL-HSV, se basa en el descrito 
por Tsai y Green (L41) para la protelna 8  de la lînea 
primaria SB de fibroblastos normales humanos. Dicho 
mêtodo utiliza la propiedad de la P 8  de unirse espe- 
cîficamente a columnas de DNA (desnaturalizado)-celu- 
losa y no a las de DNA nativo.
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111.
El extracto celular crudo se pasô primero a 
través de una columna de DNA (nativo)-celulosa, en 
la cual quedan retenidas la mayor parte de las pro- 
teînas con afinidad por DNA-celulosa, mientras que 
la P 8  pasa a través de ella, junto con el resto de 
las proteinas del extracto. A continuaciôn, las frac 
clones del lavado de esta columna (que contiene la 
P 8 ) , se aplicaron a una segunda columna formada por 
DNA (desnaturalizado)-celulosa, eluyéndose las pro­
teinas retenidas (entre las que se encuentra en for­
ma mayoritaria la P 8 ) con ClNa 0,15 M.
En las tablas II y III se muestra el percen­
tage de la proteina aplicada a las columnas de DNA- 
celulosa que se eluye a ClNa 0,15 M, asî como el ta- 
mano de las columnas utilizadas en las distintas pu- 
rificaciones.
El percentage de la proteina eluida con ClNa 
0,15 M de las columnas de DNA (nativo)-celulosa va­
rié entre un 2 y un 8 %, con un valor medio de un 5% 
(Tabla II). Esta variabilidad parece ser debida a la 
distinta relacién de proteina aplicada a DNA adsorbi- 
do en la columna que se utilizé en las diversas puri-
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ficaciones, ya que, de forma general, cuanto mayor 
es esta relacién, menor es el percentage de proteina 
que se fija a la columna. Al mismo tiempo, otro fac­
tor que también puede influir en la disminucién de 
dicho percentage es la pérdida de DNA adsorbido a 
las columnas a medida que son utilizadas (véase el 
apartado correspondiente de Métodos).
Por el contrario, el percentage de proteina 
eluida con ClNa 0,15 M de las columnas de DNA (desna­
turalizado) -celulosa fue mâs reproducible, oscilando 
entre un 2 y 3% (Tabla III). La suma de les percen­
tages en las dos columnas da un valor aproximado de 
un 7%, que coincide con el descrito por Salas y Green 
para fibroblastos de la lînea 3T6 (140) .
Cuando se analizan por electroforesis en gel 
de poliacrilamida, las proteinas présentes en el pi- 
co de ClNa 0,15 M de la columna de DNA (nativo)-ce­
lulosa presentan una considerable variabilidad de unas 
cromatograflas a otras, sobre todo en las proporcio- 
nes relativas de las bandas, lo cual se puede rela- 
cionar con los porcentajes variables de protelna re- 
tenida en las distintas purificaciones. Sin embargo.
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en ningûn caso aparece entre ellas la P 8 , al menos 
en cantidades considerables (Figura 1) .
Por otra parte, en el pico de ClNa 0,15 M de 
la columna de DNA (desnaturalizado)-celulosa, la P 8  
aparece como el componente mayoritario, acompanada 
por otras proteinas, la mâs abundante de las cuales 
es la proteina P 8 ', de mayor movilidad que la P 8  
(Figura 2). La presencia de estas proteinas contami­
nantes en las fracciones de ClNa 0,15 M de la colum­
na de DNA (desnaturalizado)-celulosa, puede deberse 
al hecho de que sean proteinas que tienen, como la 
P 8 , una afinidad especifica por DNA (desnaturaliza­
do) -celulosa, o bien a que sean proteinas que, aûn 
teniendo afinidad por DNA (nativo)-celulosa pasan a 
través de la primera columna, por haberse saturado.
En la figura 3 se muestra la electroforesis 
en gel de poliacrilamida de las proteinas eluldas 
con ClNa 2 M de las columnas de DNA (nativo y desna­
turalizado) -celulosa de varias purificaciones de P 8 . 
Como puede verse, el perfil electroforético es muy 
complejo, con numerosas bandas de protelna, que mues- 
tran ademâs una marcada variabilidad. Sin embargo, en 
ningûn caso aparece una banda de movilidad similar a
IHi . - »
Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida en pre­
sencia de SDS de las proteinas eluidas con ClNa 
0,15 M de la columna de DNA(nativo)-celulosa de 
distintas purificaciones de proteina 8  de NIL- 
HSV.
f~7.
Figura 2 . Electroforesis en gel de poliacrilamida en pre­
sencia de SDS de las proteinas eluidas con ClNa 
0,15 M de la columna de DNA(desnaturalizado)-ce 
lulosa de distintas preparaciones.
%A B
Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida en pre­
sencia de SDS de las proteinas eluidas con ClNa 
2 M de la columna de DNA(nativo)-celulosa (A) y 
de la columna de DNA(desnaturalizado)-celulosa 
(B), de varias purificaciones de proteina 8  de 
NIL-HSV.
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la de la P 8 , al menos en cantidades considerables.
Teniendo en cuenta que la relacién de protel­
na aplicada a DNA présente en las columnas de DNA
(nativo)-celulosa parecîa ser crîtica, se estudié
la capacidad de saturacién de la columna de DNA(des 
naturalizado)-celulosa, con el fin de determinar 
las condiciones éptimas de fijacién de la P 8  a la 
misma.
Para ello, un extracto que contenla 1200 mg
de proteina total, se pasé por una columna de DNA
(nativo)-celulosa, y a continuacién, el lavado de 
ésta se pasé varias veces por una columna consti- 
tuida por DNA desnaturalizado, hasta que no se fijé 
mâs proteina, como se indica en la tabla IV. El va­
lor obtenido para la saturacién de la columna empléa- 
da fue de unos 6  mg de proteina, de los cuales un 
70% es P 8 , calculado por densitometria del gel. Por 
lo tanto, en esas condiciones, una columna de DNA 
(desnaturalizado)-celulosa formada por 25 g de celu­
losa y 40 mg de DNA se satura con unos 4 mg de P 8 , 
es decir, a una relacién DNA/P8  de 10 •
Tabla IV. Capacidad de saturacién de la columna de DNA 
(desnaturalizado)-celulosa.
mg de proteina 
en el extracto
nQ de pases por 
columna
mg de protelna en 
pico de ClNa 0,15 M
1200 6,6
5.8 
5,3
4.9 
2,5 
0,5
0,55
0,48
0,44
0,40
0,20
0,04
Total 25,6 2,11
La proteina no retenida en la columna de DNA(nativo)-ce­
lulosa de la preparacién X se pasé por una columna de DNA (de^ 
naturalizado)-celulosa (25 g de celulosa; 40 mg de DNA tota­
les) , repitiéndose la cromatografia de la proteina no retenida 
en dicha columna las veces indicadas.
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3) Cromatografia en columna de fosfocelulosa.
Tsai y Green obtuvieron la P 8  de células SB en 
forma esencialmente homogénea mediante cromatograflas 
secuenciales de la protelna del extracto celular en 
columnas de DNA (nativo)-celulosa y DNA (desnaturali­
zado) -celulosa. En nuestro caso, sin embargo, la P 8  
de NIL-HSV aparece todavla contaminada por otras pro­
teinas después de la cromatografia sobre columna de 
DNA (desnaturalizado)-celulosa.
Debido a ello, se diô un paso adicional de pu­
rificaciôn, que consistiô en una cromatografia sobre 
fosfocelulosa del pico de protelna eluldo con ClNa 
0,15 M de la columna de DNA (desnaturalizado)-celulo­
sa. Previamente fue necesario concentrar y dializar di. 
cho pico de protelna. El rendimiento obtenido en esta 
concentraciôn y diâlisis posterior fue de un 70%. Con 
el paso de la fosfocelulosa se consiguiô eliminar las 
proteinas contaminantes que acompanan a la P 8 , ya que 
ésta queda retenida débilmente en la columna de fosfo­
celulosa, eluyéndose con ClNa 0,1 M, mientras que las 
proteinas contaminantes o bien no se fijan a la colum­
na, o bien quedan retenidas mâs fuertemente que la P 8 , 
eluyéndose con ClNa 2 M.
En la figura 4 se muestra el resultado de una 
cromatografia sobre fosfocelulosa de las fracciones
E
c 0.5
0  04 
CD
Oü
>%
'o' 0.3
1
O
c3  0 2
Ô
d
' 0.1
Lavado
A
TCINa O.IM
Pico O.IM
TCINa 2M
1 0
o Rico 2M
15 20 25
Ns de fracciôn
30 35
Figura 4. Cromatografia sobre fosfocelulosa del pico de ClNa 
0,15 M de la columna de DNA(desnaturalizado)-celulo 
sa. 4,6 mg de proteina se cromatografiaron en una 
columna de fosfocelulosa de 2  ml, con un flujo de 
0,25 ml/minuto. Se recogieron fracciones de unos 2 
ml, determinândose su absorciôn a 280 y 260 nm, co­
mo se describe en Métodos.
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eluidas con ClNa 0,15 M de la columna de DNA (desna­
turalizado) -celulosa. Se observa un primer pico de 
absorciôn que corresponde a la proteina no retenida 
en la columna, un segundo pico de proteina que se 
eluye con ClNa 0,1 M, y un ûltimo pico eluido con 
ClNa 2 M. Es de destacar que por este procedimiento 
se élimina también la posible contaminaciôn de la 
P8 por âcidos nucleicos (nôtese la relaciôn de ab­
sorciôn a 280 y 260 nm de los picos), que pudieran 
ser o bien DNA desprendido de las columnas de DNA- 
celulosa o bien RNA del extracto celular que acompa- 
naria a las proteinas durante el proceso de purifi­
caciôn. (Hay que mencionar que el DNA endôgeno del 
extracto se eliminô por tratamiento con DNasa).
En las figuras 5 y 6, se muestran las electro­
foresis en gel de poliacrilamida de las distintas 
etapas del proceso de purificaciôn de la P8 de dos 
preparaciones distintas.
En la figura 7 se muestran las electroforesis 
de distintos preparados de P8 purificada. La proteina 
se obtiene en forma esencialmente homogénea, después 
de la cromatografia sobre fosfocelulosa. El grado de
Figura 5 . Electroforesis en gel de poliacrilamida de las 
distintas etapas del proceso de purificaciôn 
de la P8 de NIL-HSV (preparaciôn IV). 
a y b, picos de ClNa 0,15 M y  2 M, respectiva- 
mente, de la columna de DNA(nativo)-celulosa; 
c y d, picos de ClNa 0,15 M y  2 M, respectiva- 
mente, de DNA(desnaturalizado)-celulosa;e,f y g, 
picos del lavado, ClNa 0,1 M y  2 M, respectiva- 
mente, de la columna de fosfocelulosa.
.4
Figura 6 . Electroforesis en gel de poliacrilamida de las 
etapas del proceso de purificaciôn de la P8 de 
la preparaciôn XI. La nomenclatura es idéntica 
a la de la figura anterior.
— a
Figura 7 . Electroforesis en gel de poliacrilamida de la 
P 8  purificada obtenida en distintas purifica­
ciones.
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pureza alcanzado, segûn el criterio de electrofore­
sis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS, 
fue de un 95-100%, calculado por densitometria del 
gel (Figura 8 ).
En la tabla V se resume la cantidad final de 
P8  purificada obtenida en varias preparaciones. Co­
mo se puede observar, es posible obtener la P 8  pu­
rificada en una cantidad que représenta del 0,25 al 
0,5% de la proteina total soluble del extracto celu­
lar. Por otro lado, se puede calcular el rendimiento 
del proceso de purificaciôn de la P 8  (suponiendo que 
toda la P 8  présente en el extracto se fija a la co­
lumna de DNA (desnaturalizado)-celulosa) teniendo 
en cuenta la cantidad final de P 8  purificada y la 
présente en los picos de ClNa 0,15 M de la columna 
de DNA (desnaturalizado)-celulosa. En la tabla VI 
se muestra el rendimiento conseguido en las sucesi- 
vas cromatografias de la preparaciôn X, en donde la 
P 8  représenta un 70% de la proteina total de los pi­
cos de ClNa 0,15 M de la columna de DNA (desnatura­
lizado) -celulosa. Este rendimiento oscilô entre un 
20 y un 50%. Con estos datos, se puede calcular la 
cantidad de P 8  présente en las células NIl-HSV en
3E  2
C
o
oo
m
COMIENZO 
DEL GEL
d
d
FRENTE
2 3 4 5
LONGITUD DEL GEL (cm )
6 87
Figura 8 . Densitograma de la P 8  purificada.
El gel se tinô con azul de Coomassie G-250 y se midiô 
la densidad optica a 580 nm como se indicô en Métodos
Tabla V. Cantidad final de P 8  obtenida en distintas preparaciones
mg de proteina mg de P8
Preparaciôn en extracto purificada
% de la proteina 
inicial
I 150 0,5 0,30
IV 180 0,42 0,23
. V 230 0,95 0,41
VI 2 0 0 0,27 0,13
VII 440 2 , 0 0,45
IX 1 0 0 0,34 0,34
X 1 2 0 0 6,34 0,52
XI 1 2 0 0 5,74 0,47
XII 2 0 0 0,42 0 , 2 1
XIII 880 4,83 0,54
Tabla VI. Rendimiento del proceso de purificaciôn de la P 8  
de NIL-HSV.
mg de proteina 
en pico de ClNa 
0,15 M
mg de P8  
purificada(a)
Rendimiento final 
de P8  (%) (b)
6,6
5.8 
5,3
4.9 
2,5 
0,5
Total 25,6
1,34
1,80
2,0
1,9
0,3
6,34
29
44
53
55
17
36 (c)
Los picos de proteina eluidos con ClNa 0,15 M de la columna 
de DNA(desnaturalizado)-celulosa de la preparaciôn X (ver tablas 
III y IV), se concentraron por ultrafiltraciôn en membrana Dia- 
flo y se dializaron contra TL, sometiéndose a cromatografia so­
bre fosfocelulosa como se describe en Métodos.
Cantidad final de P 8  purificada después de concentraciôn del 
pico de ClNa 0,1 M de la cromatografia sobre fosfocelulosa.
Suponiendo que la P 8  constituye un 70% de la proteina total 
présente en cada pico.
(c) Porcentaje final de P 8  calculado a partir de la cantidad 
total de P 8  purificada, y la cantidad total de proteina de los 
picos de ClNa 0,15 M (excepto los 0,5 mg de la ûltima cromatogra 
fia) .
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nuestras condiciones de incubaciôn (cultives densos). 
Este valor es superior al 1% de la proteina total so­
luble, es decir, se encuentran de 1,5 a 2 picogramos 
de P 8  por cêlula (vêase apartado A-1 de Resultados),
4) Purificaciôn de la proteîna 8  a partir de 
cultives radioactives.
También se purificô la P 8  marcada radiactiva- 
mente, para le cual se incubaron las células en pre- 
sencia de prolina tritiada corne se describe en Mêto- 
dos. En las figuras 9, 10 y 11, se muestran las elec- 
troforesis de las proteinas eluîdas con ClNa 0,15 M 
de las columnas de DNA (native)-celulosa y DNA (des- 
naturalizado)-celulosa, y con ClNa 0,1 M de la colum- 
na de fosfocelulosa. Corne se puede apreciar, les re­
sultados son similares a les obtenidos con extractos 
no radiactivos, siendo el grade de pureza final de la 
P 8  de prâcticamente el 100%. La proteîna radiactiva 
asî purificada se utilizô en algunos estudios de sus 
propiedades fîsicoqulmicas, taies corne la determina- 
ciôn de su peso molecular en estado native y su inter- 
acciôn con el DNA.
1.300
——  Frente700
600
c
o
Ü
I 500
lO
X 400
EQ.U
300
P8
200
100
60 70 9010 80 10020 40 5030
Numéro de fraccion
Figura 9. Electroforesis en gel de poliaerilamida de las 
proteinas radiactivas eluidas con ClNa 0,15 M 
de la columna de DNA (nativo)-celulosa.
Una alicuota del pico de ClNa 0,15 M de DNA na 
tivo, conteniendo 58 jig de proteîna radiactiva 
(1.300 cpm/pg), se sometiô a electroforesis en 
presencia de SDS, como se describe en Métodos. 
(Recuperaciôn 30%).
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Figura 10. Electroforesis en gel de poliaerilamida de las 
proteinas radiactivas eluîdas con ClNa 0,15 M 
de la columna de DNA(desnaturalizado)-celulosa. 
25 pg de proteîna radiactiva (1.300 cpm/pg) se 
analizaron en las condiciones de la figura 9.
La recuperaciôn obtenida fue de un 46%.
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Figura 11. Electroforesis en gel de poliaerilamida de las frac- 
ciones eluîdas con ClNa 0,1 M de la columna de fosfo 
celulosa.
Una alîcuota de 14 pg de proteîna radiactiva (1.300 
cpm/pg) se analizô en las condiciones de la figura 9. 
La recuperaciôn obtenida fue de un 80%.
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B) PROPIEDADES FISICOQUIMICAS PE LA PROTEINA 8  PU­
RIFICADA.
1) Espectro de absorciôn ultravioleta.
En la figura 12 se représenta el espectro de
absorciôn ultravioleta de la proteîna 8  purificada y
dializada contra un tampôn fosfato sôdico 0,1 M, pH
7,5. La P 8  présenta un espectro de absorciôn en la
regiôn ultravioleta tîpico de una proteîna libre de
âcidos nucleicos, con un mâximo de absorciôn a 282
nm y un mînimo a 254 nm, con una relaciôn de A282 =
A254
2,3 y de A280 = 1,96.
A260
2) Peso molecular en presencia de SDS.
El peso molecular de la P 8  en condiciones di- 
sociantes se estudiô por electroforesis en geles de 
poliaerilamida en presencia de dodecil sulfate sôdi­
co en dos sistemas diferentes : el sistema de Davis 
y Ornstein (15^  , utilizado rutinariamente para el 
anâlisis de las proteînas en les distintos pasos del 
proceso de purificaciôn, obteniéndose un valor de 
35-36.000 daltbnes, y el sistema de Weber y Osborn 
(156) ,con el que se obtuvo un valor de 36-37.000 dal- 
tones (Figura 13) .
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Figura 12. Espectro de absorciôn ultravioleta de la 
P 8  purificada.
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Figura 13. Determinaciôn del peso molecular de la P 8  por 
electroforesis en gel de poliaerilamida en 
presencia de SDS.
Proteinas de peso molecular conocido se some- 
tieron a electroforesis en presencia de SDS en 
dos sistemas distintos: A, sistema de Ornstein 
y Davis, y B, sistema de Weber y Osborn. La mo 
vilidad relativa de cada proteîna se determinô 
frente al azul de bromofenol, confeccionândose 
curvas patrôn, a partir de las cuales se deter 
minô el peso molecular de la P 8  en cada siste­
ma.
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3) Peso molecular en estado nativo
Por equilibrio de sedimentaciôn en la ultra- 
centrîfuga analîtica, la proteîna 8  présenta un peso 
molecular aparente de 120.000 daltones - 5.000, en 
dos soluciones tampôn diferentes ; tampÔn fosfato sô­
dico 0,1 M, pH 7,5 y TL 1/5. Este peso molecular se 
calculô por el método de depleciôn en el menisco.
En la tabla VII se muestra el valor calculado 
para el volumen especîfico parcial de la proteîna 8  
a partir de su composiciôn en aminoâcidos (ver mas 
adelante), que se necesitô para el câlculo del peso 
molecular en la ultracentrîfuga analîtica.
En la figura 14 se muestra una representaciôn 
grâfica de la dependencia del logarîtmo de la concen- 
traciôn de proteîna (Y -Y^) con respecto al radio 
de giro al cuadrado, que, como se puede observer, es 
una recta con una sola pendiente, por lo que en prin­
ciple se puede considérer que la P 8  se encùentra, en 
las condiciones utilizadas en este experimento, como 
una sole forma molecular. En las demâs condiciones 
estudiadas (distintas concentraciones de proteîna, 
distintos tiempos de centrifugaciôn y distintas velo- 
cidades) las grâficas correspondientes presentan idén
Tabla VII. Câlculo del volumen especîfico aparente de la P 8  
a partir de su composiciôn en aminoâcidos.
Besiduo de 
aminoâcido
Wi
(% del residuo 
en peso)
Vi
(volumen especîfico 
del residuo)
VjWi
(% por volumen 
de residuo)
Aspârtico 12,87 0,60 7,722
Treonina 6 , 2 1 0,70 4,347
Serina 5,44 0,63 3,427
Glutâmico 6,55 0 , 6 6 4,323
Prolina 4,77 0,76 3,625
Glicooola 10,44 0,67 6,681
Alanina 10,57 0,74 7,821
Valina 10,33 0 , 8 6 8,883
Cisteîna 0,51^ 0,63 0,311
Ifetionina 1,52 0,75 1,140
Isoleucina 5,32 0,90 4,788
Leucina 5,00 0,90 4,500
Tirosina 3,30 0,71 2,343
Fenil alanina 4,85 0,77 3,734
Histidina 1,59 0,67 1,065
Lisina 6,77 0,82 5,551
Triptôfano 1 , 1 0 0,74 0,814
Arginina 2,89 0,70 , 2,023
£Wi = 100,03 %V^W^ = 73,098
I %  /£Wi =Vp = 0,730 cc/g
^ No se determinô el amoniaco
^ Determinado como msdia cistina. No se realizô oxidaciôn con âcido
perfôrmioo.
2.0
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1.5
X
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Pendiente=1.080 
Coeficiente correlacion=0.999  
P8(TL-SAB'^)=0.33 mg/ml 
PM= 123.720
1.0 -
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Figura 14. Determinaciôn del peso molecular de la P 8  de NIL- 
HSV por equilibrio de sedimentaciôn.
Una alicuota de P 8  purificada, en TL l/g, a una 
concentraciôn de 0,33 mg/ml se centrifugô a 18.000 
rpm y 14,690.en una célula de 6  canales en el rotor 
AN-D de una ultracentrîfuga analîtica Beckman,modè­
le E, tomândose fotografîas con Ôptica de interfe- 
rencia a las 24 horas.
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tico aspecto.
En la tabla VIII se resumen los valores obte­
nidos en las diferentes condiciones estudiadas.
Por otra parte, por cromatografîa en columna 
de Biogel P-200, la proteîna 8  radiactiva aparece 
como un pico ûnico y simétrico correspondiente a un 
peso molecular aparente de 120-125.000 daltones en 
tampôn fosfato sôdico 0,1 M, pH 7,5, suponiendo que 
la P 8  présenta una forma molecular similar a la de 
los marcadores utilizados (Figura 15). El mismo re- 
sultado se obtiene cuando la proteîna 8  se cromato- ,
grafîa en el mismo tampôn conteniendo ClNa 1 M (Fi­
gura 16). Estos resultados indican que la P 8  présen­
ta, en estado nativo, una estructura oligomérica con£ 
tituîda probablemente por cuatro subunidades o monô- 
meros.
4) Composiciôn de aminoâcidos
La composiciôn de aminoâcidos de la proteîna 8
purificada, de NIL-HSV, después de hidrôlisis con 
âcido para-toluen-sulfônico, se muestra en la tabla 
IX, en la que se comparan nuestros resultados con 
los obtenidos por Tsai y Green con la proteîna 8  puri- 
ficada a partir de la lînea primaria SB de fibroblas-
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Figura 15. Determinaciôn del peso molecular de la P 8  de NIL- 
HSV por filtraciôn en gel (Biogel-P-200).
Se cromatografiô en una columna de Biogel P-200 
de 0,9 X 50 cm una alicuota de P 8  purificada ra­
diactiva (8,5 pg, 1.880 cpm/pg) en tampôn fosfato 
sôdico 0,1 M pH 7,5 a temperatura ambiente, reco- 
giéndose fracciones de 0,25 ml. Allcuotas de cada 
fracciôn se contaron por centelleo liquido, como 
se describe en Métodos. La columna se calibrô con 
las proteinas marcadoras que se indican en la fi­
gura. El volumen excluido se determinô utilizando 
el fago #29.
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Figura 16. Peso molecular de la PS de NIL-HSV por filtraciôn 
en gel (Biogel P-200) en presencia de ClNa 1 M.
Una alicuota de PS purificada radiactiva (4,25 pg; 
1880 cpm/pg se cromatografiô en una columna de 
biogel P-200 en las mismas condiciones que se indi­
can en la figura 15, excepte que el tampÔn fosfato 
contenia ClNa 1 M.
Tabla IX. Composiciôn en aminoâcidos de la proteîna 8
NIL-HSV SB
nanomoles por 1 0 0
Asp 12.87 13.22
Tre 6.21 6.18
Ser 5.44 7.21
Glu 6.55 6.33
Pro 4.77 4.57
Gli 10.44 9.99
Ala 10.57 10.95
Val 10.33 6.30
Cis 0.51 0.57
Met 1.52 1.53
Ile 5.32 4.26
Leu 5.00 6.73
Tir 3.30 2.16
Fen 4.85 4.99
His 1.59 3.17
Lis 6.77 ' 8 . 6 6
Tri 1.10 ----
Arg 2.89 3.54
Alicuotas de 30 pg de P 8  purificada se hi^rolizaron 
con âcido para-toluen-sulfônico, y se determinô la com­
posiciôn de aminoâcidos con un analizador automâtico Durrum, 
como se describe en Métodos.
Los valores obtenidos para la P 8  de NIL-HSV se com­
paran con los correspondientes a la P 8  de SB (141).
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tos normales humanos (L41) .
Como se puede ver, ambas determinaciones coin 
ciden esencialmente. También es de destacar la pre­
sencia de cantidades apreciables de triptôfano, lo 
cual excluye la posibilidad de que la proteîna 8  
sea una histona.
Por otro lado, se aprecia que la P 8  es una pro 
teîna con mayor proporciôn de aminoâcidos âcidos que 
bâsicos,siendo la relaciôn de Aspârtico f Glutâmico/ 
Lisina f Arginina f Histidina de 1,72.
5) Punto isoeléctrico
Por electroenfoque de la proteîna 8  en plaça 
de acrilamida al 5% en presencia de urea 9 M apare- 
cen dos bandas enfocadas a pH 7,8 y 8  (Figura 17).Te- 
niendo en cuenta el hecho de que la urea aumenta apre- 
ciablemente el pH, y tomando como referenda las ban­
das de la hemoglobina que se llevô como control del 
experimento, los valores corregidos de las bandas 
correspondientes a la P 8  son 7,5 y 7,7. Este resulta- 
do indica que la P 8  tiene un punto isoeléctrico lige- 
ramente bâsico, de donde se puede deducir que la ma-
« I e
M
P8
X
Q.
Hemoglobina
5 1510
n« de fracciôn
Figura 17. Punto isoeléctrico de la P 8  de NIL-HSV.
Alicuotas de 25 jig de P 8  purificada o de he­
moglobina se sometieron a electroenfoque en 
plaça de acrilamida como se describe en Méto­
dos.
Gel superior, muestra de hemoglobina 
Gel inferior, P 8 .
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yor proporciôn de aminoâcidos âcidos estâ contrarres 
tada al encontrarse un cierto nûmero de ellos neutra 
lizados por grupos amido.
6 ) Tinciôn para glicoproteînas
En la figura 18 se muestra el resultado de un 
experimento en el que la P 8  purificada y varias pro­
teinas patrôn se sometieron a electroforesis en ge 
les de poliaerilamida, tinéndose a continuaciôn por 
el sistema habituai (azul de Coomassie) y por el sis­
tema de tinciôn de glicoproteinas (reacciôn de PAS). 
Como se puede observer, la P 8  no se tine por este 
procedimiento en unas condiciones en las que la y - 
globulina si lo hace, por lo que se puede concluir 
que la P 8  no contiene cantidades apreciables de hi- 
dratos de carbono, es decir, no parece ser una glico- 
proteina.
7) Electroforesis en gel de poliaerilamida de 
la P 8  en presencia de SDS con o sin mercap- 
toetanol.
Para estudiar la posible presencia de puentes 
disulfuro entre las subunidades de la P 8 , la proteina 
se sometiô a electroforesis en gel de poliaerilamida
a b' d'
'  ^ F I
SAB 
y -Globulina 
PB 
LDH
Figura 18. Tinciôn para glicoproteînas de la P 8  de NIL-HSV.
Alicuotas de 4 0 pg de seroalbûmina de bovine, X - 
globulina Humana, P 8  purificada de NIL-HSV y lac- 
tico deshidrogenasa se sometieron a electroforesis 
en gel de poliaerilamida en presencia de SDS, y a 
continuaciôn se tineron con azul de Coomassie en 
la forma habituai (a,b,c y d, respectivamente) , o 
bien con el reactivo de Schiff por el sistema de 
tinciôn de glicoproteinas (a',b',c' y d', respecti. 
vamente), como se describe en Métodos.
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tanto en la forma habituai (hervida durante 2  minu­
tes en presencia de SDS y 2-mercaptoetanol al 1%) 
como sin mercaptoetanol. En la figura 19 se muestra 
el resultado de este experimento. Como puede verse 
la P 8  no tratada con mercaptoetanol se desdobla en 
dos bandas, una de ellas de mayor movilidad que la 
P 8  reducida con mercaptoetanol.
Las fléchas en la figura 19 indican la posi- 
ciôn de la y -globulina y la seroalbûmina, que se 
llevaron como contrôles. Como se puede ver la X - 
globulina no reducida corre mucho mâs lentamente en 
el gel, debido a la existencia de puentes disulfuro 
entre las subunidades de la proteîna, mientras que 
la seroalbûmina se mueve mâs râpidamente que la redu 
cida con mercaptoetanol, probablemente debido a un 
cambio de conformaciôn de la molécula al no destruir 
se los puentes disulfuro présentes en el polipéptido 
(177) .
De estos resultados se puede deducir que la 
P 8  no présenta puentes disulfuro inter-cadenas, es 
decir, entre las subunidades que la componen, aunque 
por otro lado si parece tener puentes disulfuro in- 
tracadena.
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Figura 19. Electroforesis en gel de poliaerilamida en pre­
sencia de SDS de la P 8  purificada de NIL-HSV 
tratada o sin tratar con 2 -mercaptoetanol. 
Alicuotas de 4,2 pg de P 8  purificada radiactiva 
(1.300 cpm/pg) o de 20 pg de seroalbûmina y y - 
globulina se sometieron a electroforesis en gel 
de poliaerilamida en presencia de SDS de la for­
ma habituai (A) o sin reducir la muestra con 2- 
mercaptoetanol (B). Los geles con la P 8  radiacti
Figura 19. Continuaciôn.
va se fraccionaron y se determinô la radiactividad co­
mo se describe en Métodos. Los geles llevados en para- 
lelo con los marcadores se tineron de la forma habi­
tuai, determinândose la movilidad relativa de las pro­
teinas con respecto al frente de azul de bromofenol.
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C) INTERACCION DE LA PROTEINA 8  CON EL DNA
1) Uniôn a columnas de DNA-celulosa de la P 8  
purificada.mmm —  mm n »  «M M  mm
La proteîna 8  radiactiva purificada conserva 
su capacidad de uniôn especîfica a DNA-celulosa, co­
mo se aprecia en la figura 2 0 , donde se representan 
dos cromatografîas de la P 8  radiactiva llevadas en 
paralelo en microcolumnas de celulosa y DNA (desna- 
turalizado)-celulosa. En el primer caso toda la ra­
diactividad introducida pasa a travës de la columna 
sin fijarse; en el segundo la mayor parte de la ra­
diactividad queda retenida en la columna, eluyôndose 
con ClNa 0,15 M, lo que indica que el proceso de pu­
rificaciôn no modifica la afinidad de la proteîna 
por DNA-celulosa.
2) Uniôn a DNA desnaturalizado homôlogo.
Por experimentos de filtraciôn a travës de 
discos de nitrato de celulosa que retienen un com- 
plejo proteîna-DNA, pero no el DNA libre, se ha po-
2000-
CelulosQ
1000
0.I5M
10
X
E
CL
O
Y^QxoixoyccccCCoa3|b30cxxxxx^^ooco
2000
DNA- Celulosa
1000
0.15 M
10 4020 30 50 60 70
N& de fracciôn
Figura 20. Cromatografîa en columnas de celulosa y DNA
(desnaturalizado)-celulosa de la P 8  purifica­
da radiactiva.
8  pg de P 8 -H^ purificada (1.300 cpm/pg) se 
cromatografiaron en paralelo en columnas (0 , 2  
ml de volumen) de celulosa (a) y DNA(desnatu­
ralizado) -celulosa (b), a 4qC y con un flujo 
de 3 ml/hora, recogiéndose fracciones de 0,2 
ml.
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dido demostrar que la P8 se une a DNA homôlogo des­
naturalizado, mientras que no interacciona con DNA 
nativo. La figura 21 muestra el resultado de un ex­
perimento en el que se incubaron cantidades crecien- 
tes de P8 con DNA radiactivo de NIL-HSV,tanto nativo 
como desnaturalizado por el calor. Se puede observer 
que la P8 interacciona con el DNA desnaturalizado 
siendo la curva de retenciôn al filtro fuertemente sigmoide. 
En contraste, el DNA nativo no queda retenido. También 
se representan en esta figura las curvas de retenciôn 
del DNA desnaturalizado lavando o sin lavar el filtro 
con tampôn de incubaciôn (Véase el apartado correspon 
diente de Métodos). Como se puede ver, ambas curvas 
coinciden esencialmente, lo cual descarta la posibi­
lidad de que la forma sigmoide de la grâfica de reten 
ciôn del DNA desnaturalizado fuese debida a un arte- 
facto producido al desprenderse el complejo por el la 
vado del filtro. Como control del experimento se in­
cubé en paralelo la RNA-Polimerasa altamente purifi­
cada de Bacillus subtilis con DNA tanto nativo como 
desnaturalizado, observândose retenciôn al filtro de 
ambos tipos de DNA.
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Figura 21. Interacciôn in vitro de la PB purificada de NIL-HSV 
con el DNA homôlogo.
Se incubaron las cantidades de proteîna indicadas
3
con 1,8 de DNA-H de NIL-HSV (1.600 cpm/pg) , en 
las condiciones que se describen en Métodos.
A  —  A  : RNA-Polimerasa de B . subtilis f DNA-H^ de 
NIL-HSV native.
A — A : RNA-Polimerasa de B. subtilis t DNA-H^ de
NIL-HSV desnaturalizado.
o— o : PB f DNA-H^ de NIL-HSV nativo
#— # : PB t DNA-H^ de NIL-HSV desnaturalizado.
Figura 21. Continuaciôn,
En la grâfica pequena se représenta la zona inicial de 
la curva de retenciôn en el filtro del DNA desnatu­
ralizado incubado con P8, lavando el filtro con tampôn 
de incubaciôn (#— •) y sin lavar ( a— o).
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3) Uniôn a DNA desnaturalizado heterôloqo
En la figura 22 se muestra un experimento si­
milar al descrito en el apartado anterior, pero uti- 
lizando un DNA heterôlogo (DNA del bacteriôfago 029 
marcado con . Como en el caso del DNA homôlogo,
la P8 interacciona con el DNA desnaturalizado de 029, 
dando lugar también a una curva sigmoide pero no se 
une al DNA nativo. También se muestran en esta figu­
ra los contrôles del experimento ; incubaciôn del 
DNA con RNA-Polimerasa de Bacillus subtilis, que pro­
duce retenciôn del DNA tanto nativo como desnaturali­
zado, e incubaciôn con seroalbûmina de bovino, que no 
interacciona con ninguno de los dos tipos de DNA.
De estos experimentos se deduce que la inte­
racciôn de la P8 con el DNA desnaturalizado no es es- 
pecîfica de secuencia.
4) Efecto de la temperatura y la fuerza iônica 
en la interacciôn P8-DNA
La interacciôn de la P8 con el DNA desnaturali
100-
I RNA POLIMERASA-DNA 11
I
RNA POLIMERASA-DNA 1
75-
50-
P 8-D N A  I (ÇS 29)
2 5 -
P8 -D N A ÎI 
SAB-DNA II 
SAB-.DNA I
205 15 25
pg de prote ina
Figura 22. Interacciôn in vitro de la P8 purificada de NIL- 
HSV con DNA-P^^ de #29.
Se incubaron las cantidades de proteîna indica­
das con 0,9 p.g de DNA-P^^ de #29 (5.400 cpm) na­
tivo (DNA II) o desnaturalizado (DNA I) , en las 
condiciones descritas en Métodos.
La RNA-Polimerasa utilizada fue de B. subtilis. 
SAB : seroalbûmina de bovino.
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zado es fuertemente dependiente de la temperatura y 
de la fuerza iônica. En la figura 23 se muestra el 
resultado de un experimento de filtraciôn a través 
de discos Millipore, en el que se incubô la P8 puri­
ficada con DNA de NIL-HSV a OQ ô 30QC, y a distintas 
concentraciones de ClNa.
En las condiciones del experimento, la inte­
racciôn P8-DNA desnaturalizado a 30q c , présenta dos 
ôptimos, correspondientes a concentraciones de ClNa 
de 15-30 mM y 75 mM, mientras que a Ose la interac­
ciôn decrece bruscamente a partir de ClNa 15 mM.
También se observa que la P8 no interacciona 
con el DNA nativo a concentraciones de ClNa por enci- 
ma de 30 mM, detectândose sin embargo una pequena re­
tenciôn al filtro del DNA nativo (un 10%) por debajo 
de esa concentraciôn de ClNa.
5) Çinética__de_formaciôn__del__complejo_P8-DNA 
desnaturalizado.
La formaciôn del complejo P8-DNA desnaturaliza­
do es un proceso râpido, observândose un mâximo de re­
tenciôn del DNA al filtro en menos de dos minutos de 
incubaciôn a 30sC (Figura 24). Teniendo en cuenta es-
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Figura 23. Efecto de la fuerza iônica y la temperatura 
sobre la interacciôn P8-DNA de NIL-HSV.
Se incubaron, como se describe en Métodos,12
3
pg de P8 purificada con 1,6 pg de DNA-H de 
NIL-HSV (1.600 cpm/pg) a las concentraciones 
de ClNa y temperatura indicadas.
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Figura 24. Cinêtica de formaciôn del complejo P8-DNA desnatu­
ralizado homôlogo.
Se incubaron a 30qc 17 pg de P8 purificada de NIL-
14HSV con 2 pg de DNA-C desnaturalizado homôlogo 
(18.000 cpm/pg) en un volumen de 75 pl de TL con 
ClNa 75 mM, durante los tiempos indicados.
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te resultado, asî como el obtenido en el experimento 
descrito en el apartado anterior, los experimentos 
subsiguientes se llevaron a cabo, a menos que se es- 
pecifique lo contrario, incubando la P8 con el DNA 
durante 5 minutos a 30QC y a una concentraciôn de 
ClNa 75 mM.
6) Efcctq_de_cationes_divalentes_sobre_la_in- 
teracciôn P8-DNA.
4.4.
El efecto del Mg'' sobre la interacciôn P8- 
DNA desnaturalizado se estudiô también por la técni- 
ca de filtraciôn en Millipore, encontrândose que es­
te cation produce una inhibiciôn de la formaciôn del 
complejo P8-DNA, que llega a un 90% a una concentra­
ciôn de 10 mM, como se muestra en las figuras 25 y 
26. Asîmismo, se estudiô el efecto del Mn** sobre di- 
cha interacciôn observândose también una inhibiciôn 
de la formaciôn del complejo, que en este caso no 
llega a ser compléta (Figura 27).
7) Curva de concentraciôn de DNA
En la figura 28 se muestra el resultado de un 
experimento en el que se incubaron 3 cantidades dis­
tintas de P8 purificada (5,10 y 15 pg) con cantidades 
crecientes de DNA desnaturalizado de 029 marcado con
75
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4.4.
Figura 25. Efecto de la concentraciôn de Mg** sobre la interac­
ciôn P8-DNA desnaturalizado homôlogo.
Se incubaron como se describe en Métodos 15 ug de P8
3purificada con 1,5 pg de DNA-H desnaturalizado de 
NIL-HSV (2.000 cpm/pg), a las concentraciones de 
ClgMg indicadas. Los puntos negros indican el DNA 
retenido en el filtro incubado sin P8.
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Z 40
20
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4.4.
Figura 26. Efecto del Mg'' sobre la interacciôn P8-DNA a dis­
tintas concentraciones de proteîna.
Se incubaron las cantidades de P8 indicadas con 1,3
3
pg de DNA-H desnaturalizado de NIL-HSV (1.600 cpm/ 
pg) en ausencia (•— •) o en presencia de ClgMg 10 
mM (o— o), como se describe en Métodos.
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Figura 27. Efecto del Mn** sobre la interacciôn P8-DNA 
desnaturalizado homôlogo.
Se incubaron, como se describe en Métodos, 12 
pg de P8 purificada (e— e) Ô 8,75 pg de RNA- 
Polimerasa purificada de B. subtilis ( A  — A ) 
con 1,8 Jig de DNA-H^ desnaturalizado de NIL- 
HSV (1.600 cpm/pg), a las concentraciones de 
ClgMn indicadas. Los puntos blancos indican 
el DNA retenido incubado sin proteîna.
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Figura 28. Interacciôn de la P8 con DNA de 029. Efecto de la 
concentraciôn de DNA.
Se diluyeron 0,5 pg de DNA-C^^ desnaturalizado de 
029 (1.560 cpm/pg) con cantidades crecientes de DNA 
desnaturalizado frîo de #29, y se incubaron en las 
condiciones descritas en Métodos, con 5, 10 ô 15 pig 
de P8 purificada.
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Como se puede ver, la retenciôn del DNA al fil­
tro es lineal hasta que se alcanza un punto crîtico, 
a partir del cual se produce una inhibiciôn (con 5 
y 10 pg de P8) o se estabiliza (con 15 pg de P8). Si 
se représenta grâficamente el percentage de DNA rete­
nido en el filtro frente a la relaciôn DNA-P8 (Figura 
29) , se observa que el punto de inflexiôn se produce 
en los très casos, a una relaciôn DNA-P8 de 0,3, lo 
cual indica que la relaciôn entre los dos componentes 
es muy crltica para la formaciôn del complejo. Si se 
hace un câlculo del nQ de molëculas de P8 fijadas a 
cada molécula de DNA, suponiendo que toda la proteîna 
es activa, y sabiendo que una molécula de DNA desnatu­
ralizado de 029 tiene 6 x 10^ daltones de peso molecu­
lar (12 millones por molécula de DNA nativo) (178), 
se tiene que cada molécula de DNA puede fijar unas 
165 moléculas de P8 tomando un peso molecular de 120.000 
daltones para la P8 en estado nativo.
1 pg DNA desnaturalizado ^
6 X 10b (Peso molecular OSIA) 0,16 x 10 pmoles ENA 1 mol OSA
______ 3,3 pg P8__________  2,75 x 10  ^pmoles P8 165 moles P8
120 X 10^ (Peso molecular P8)
100
PSdSjjg)
P8(IOpg)cvj 5 0
v> P8(5pg)
0.3 0.6 0.9
relaciôn DNA/P8
Figura 29. Uniôn de la P8 al DNA de 029 en funciôn de la re- 
laciôn DNA/P8.
Se representan los puntos de la grâfica anterior 
frente a la relaciôn DNA/P8.
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O bien, una molécula de P8 fijada por cada 110 
nucleétidos ;
1 ing de ENA desnaturalizado 029 = = 1,81 x 10^  moles
nucleétidos
4
1,81 X 10 moles nucleétidos _ 109,6 nucleétidos
165 moles de P8 1 molécula P8
8) Efecto del tamano del DNA en la interaccién 
con la P8.
La interacciôn de la P8 con el DNA desnaturali­
zado es fuertemente dependiente del tamano de éste : 
cuanto mayor es el tamano del DNA, mâs fâcilmente es 
retenido en el filtro. Este hecho se muestra en la 
tabla X, donde se representan las cpm retenidas en el 
filtro, correspondientes a DNA desnaturalizado de NIL- 
HSV, bien sin procesar o sonicado. El tamano aproxi- 
mado del DNA sonicado es de unos 200.000 - 100.000 
daltones, mientras que el DNA sin sonicar présenta un 
tamano heterogéneo que varia entre unos 10 x 10^ a 0,6 
X 10^ daltones, con una mayor abundancia de moléculas 
de 1 a 5 millones, como se observa en la figura 30, 
donde se représenta una electroforesis en gel de aga- 
rosa de los dos tipos de DNA, junto con los fragmen- 
tos de digestién del DNA de 029 por la endonucleasa de
Tabla X. Efecto del tamano del DNA sobre la interacciôn con 
la proteîna 8.
14cpm C totales
14cpm-C retenidas 
en el filtro % retenciôn
14DNA-C 20.675 14.726 71
desnaturalizado (1,14 pg) 14.567 70
14DNA-C 23.308 657 2,8
'desnaturalizado 
y sonicado
(1,29 pg) 718 3,0
Se incubaron a 30QC durante 5 minutos 10 ug de PB con
14la cantidad indicada de DNA-C desnaturalizado de NIL-HSV sin 
sonicar o sonicado durante 60 segundos, en un volumen de 0,1 ml 
de TL con ClNa 75 mM, procesândose a continuaciôn en la forma 
habituai.
a b c d e
6x10®
1.3x10®
0.3x10®
Figura 30. Tamano del DNA de NIL-HSV utilizado en los ex­
perimentos de interacciôn con la P8 purificada. 
Se sometieron a electroforesis en plaça de aga 
rosa alîcuotas de 10 pg del DNA-C^^ de NIL-HSV 
utilizado en el experimento descrito en la Ta­
bla X, bien sin sonicar (a) o sonicado (b) du­
rante 1 minuto en pulsos de 10 segundos. Se lie 
varon en paralelo alîcuotas de 1-5 pg de los 
fragmentos del DNA de ^29 producidos por trata-
Figura 30. Continuaciôn.
miento con la endonucleasa de restricciôn EcoRI 
(c,d y e). A la derecha se représenta el peso 
molecular de dichos fragmentos.
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restricciôn EcoRl, que sirvieron como marcadores de 
peso molecular (178).
9) Precipitaciôn del complejo P8-DNA desnatu- 
ralizado.
La retenciôn en filtres de nitrocelulosa de 
complejos DNA-proteîna parece deberse al hecho de que 
las proteînas, en general, quedan atrapadas en dichos 
filtres (180) . Para ver si la P8 se comportaba de esta 
manera, se filtraron distintas cantidades de proteîna 
marcada radiactivamente a travÔs de discos Millipore. 
El resultado se muestra en la tabla XI. Se puede apre- 
ciar que la P8 apenas queda retenida en el filtro,en 
contraste con otras proteînas del extracto celular o 
del pico de ClNa 0,15 de la columna de DNA (nativo)- 
celulosa, que se fijan en un 50%. Por lo tanto, la re­
tenciôn del complejo P8-DNA desnaturalizado a los fil­
tres Millipore no se debe al fenômeno antes descrito.
La causa de la retenciôn del complejo P8-DNA 
desnaturalizado en los filtros de nitrocelulosa se es- 
clareciô al observarse que la interacciôn de la P8 con 
el DNA de una sola banda da lugar a la formaciôn de un 
complejo insoluble que puede sedimentarse a baja velo- 
cidad. Esto se ve en la tabla XII, donde se muestra la
Tabla XI. Retenciôn de la P8 radiactiva a los filtros 
Millipore.
Proteîna cpm retenidas
radiactiva cpm totales en el filtro % retenciôn
Extracto celular 21.243 11.615 54,6
total 24.589 12.107 49,2
Pico ClNa 0,15 M 7.800 3.582 45,9
columna ENA 19.500 9.017 46,2
(nativo) -celulosa
P8 purificada 2.556 92 3,5
5.113 187 3,6
7.601 199 • 2,6
10.092 204 2,0
Se filtraron a través de discos de nitrato de celulosa 
distintas cantidades de proteîna tritiada (1.800 cpm/pg) en las 
condiciones en que se realizaron los experimentos de interac­
ciôn de la P8 con el DNA. La radiactividad retenida en el fil. 
tro se determinô de la manera habituai.
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radiactividad debida al DNA-H^ de NIL-HSV présente en 
el sobrenadante y en el sedimento résultantes de cen- 
trifugar a 8.000 rpm durante 10 minutos el complejo 
P8-DNA, a varias temperaturas y fuerzas iônicas. Co­
mo se puede observar hay una perfecta correspondencia 
entre las cpm présentes en el sedimento y las reteni­
das en el filtro Millipore. Por lo tanto, lo que se 
habîa estado detectando por la técnica de filtraciôn 
en discos de nitrocelulosa no era un complejo soluble 
de la P8 con el DNA desnaturalizado como el formado 
entre la RNA-Polimerasa y el DNA CL80) , sino la preci­
pitaciôn del DNA por la P8, actuando los filtros Mi­
llipore simplemente como tamices que impiden el paso 
del complejo insoluble.
Esta precipitaciôn del DNA por la P8 parece ser 
irreversible, ya que la adiciôn de ClgMg 12,5 mM (que 
produce una inhibiciôn de la interacciôn P8-DNA),o el 
descenso de la temperatura a OqC no tienen ningûn 
efecto sobre el complejo preformado, al menos en el 
tiempo estudiado (Figura 31).
10) Estequiometrîa del complejo insoluble P8- 
DNA.
La estequiometrîa de la precipitaciôn del com­
plejo P8-DNA desnaturalizado, es decir, la cantidad
0 •g
1  
£
«II
I
2,
3 0 0 0 -
:2000
I
”iI
E
Q .O
1000-
CLMg l2.5mM
5 10
Tiempo en minutes
Figura 31. Irreversibilidad de la precipitaciôn del complejo 
P8-DNA desnaturalizado homôlogo.
4.4.
#— # : Efecto de la adiciôn de Mg'’ al complejo P8- 
DNA-H^ desnaturalizado de NIL-HSV. Se incubaron a 
30QC en TL con ClNa 65 mM en un volumen de 0,6 ml,
9,6 pg de DNA-H^ desnaturalizado de NIL-HSV (1.600 
cpm/pg) con 72 pg de P8 purificada. A los tiempos 
indicados se tomaron alîcuotas de 100 pl que se fil­
traron por discos Millipore. Al tiempo sehalado en 
la grâfica con una flécha, se anadiô Cl^Mg para una 
concentraciôn final de 12,5 mM, y se siguieron to­
mando alîcuotas de 100 pl que se filtraron de idén- 
tica manera, determinândose la radiactividad como
Figura 31. Continuaciôn. 
se describe en Métodos.
3
# — * :Efecto del enfriamiento sobre el complejo P8-DNA-H 
desnaturalizado de NIL-HSV. Se incubaron a 30QC en T1 con
3
ClNa 65 mM en un volumen de 0,3 ml, 4,8 pg deDNA-H desna­
turalizado de NIL-HSV (1.600 cpm/pg) con 36 pg de P8 puri­
ficada. A los tiempos indicados se tomaron alîcuotas de 100 
pl que se filtraron por discos Millipore. Al tiempo senala- 
do en la grâfica por una flécha se cambiô el tubo a un baho 
de hielo, y se siguiô la incubaciôn a esa temperatura, to­
mando alîcuotas de igual manera.
o— o : DNA retenido en los filtros incubado sin P8.
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de P8 que coprecipita con el DNA, se estudiô incuban­
do una cantidad fija de DNA desnaturalizado radiacti- 
vo con cantidades crecientes de P8, frîa o marcada ra 
diactivamente.
En la figura 32 se muestra el resultado de un
14experimento en el que se incubaron 4 pg de DNA-C 
desnaturalizado de NIL-HSV con las cantidades indica­
das de P8 marcada con tritio, como se describe en Mé­
todos. A continuaciôn se centrifugô y se determinô la 
radiactividad debida a la proteîna y al DNA en el se­
dimento. Se puede observar la forma sigmoide de la 
curva de precipitaciôn del DNA, como se habîa obser- 
vado previamente con el sistema de los filtros de ni­
trocelulosa, confirmândose la perfecta correspondencia 
que existe entre el DNA retenido en el filtro y el DNA 
que es precipitado por la P8 (ver tabla XII). Al mismo 
tiempo se puede observar que la P8 que coprecipita 
con el DNA obedece también a una curva fuertemente 
sigmoide, cuyo mâximo alcanza un valor de unos 13 pg. 
Si se tiene en cuenta esta parte de la curva, se puede 
calcular el valor mâximo de moléculas de P8 que se 
unen a la cantidad de DNA utilizado y precipitan con
-  124
#
1
o*ZL
§
i 2
8
<0 ^ 8
CO
Ü
I
<z
o
10 20 30
P8 (|jg)
Figura 32. Preciprtaciôn del DNA desnaturalizado homôlogo por la 
P8 purificada radiactiva de NIL-HSV . Estequiometrîa 
del complejo insoluble.
1,1 pg de P8-H^ purificada (1.880 cpm/pg) se diluye- 
ron con cantidades crecientes de P8 frfa- purificada 
y se incubaron a 30QC durante 5 minutes con 3,8 pg 
de DNA-C^^ desnaturalizado de NIL-HSV (985 cpm/pg) 
en las condiciones indicadas en Métodos. A continua- 
ci6n se centrifugaron las muestras durante 10 minu­
tes a 8.000 rpm en el rotor SS-34 de una centrffuga 
Sorvall, determinândose la radiactlvidad debida a la 
protefna y al DNA en les sedimentos, come se descri­
be en Métodos.
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el complejo.Este valor es de una molêcula de P8 por 
cada 100 nucleôtidos, tomando un peso molecular de 
120.000 daltones para la P8 en estado native:
  13 yiq de P8
120 X 10^ (Peso molecular de la P8) _ 1,08 x 10  ^ les de P8
  —  _ 2
______ 3,6 )jq de DNA____________   1,09 x lO” pmoles de nucleôtido
330 (Peso molecular de un nucleôtido)
1 mol de P8
100,6 moles de nucleôtido
También se estudiô la estequiometrîa de la pre-
cipitaciôn del complejo P8-DNA utilizando proteîna
frîa, calculando la cantidad de P8 que sedimenta con
el DNA por electroforesis en plaça de poliacrilamida,
como se describe en Métodos. Para ello se incubaron 
144 pg de DNA-C desnaturalizado de NIL-HSV con canti­
dades crecientes de P8 purificada en las condiciones 
descritas anteriormente. Al final de la incubaciôn se 
centrifugaron las muestras, sometiéndose los sedimen­
tos y los sobrenadantes résultantes a electroforesis 
en plaça de poliacrilamida (Figura 33).
Para calcular la proteîna que précipita con el 
DNA y la que permanece soluble en el sobrenadante, se 
procesaron en paralelo cantidades conocidas de P8,con-
B
"I I------- n—
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Figura 33. Estequiometrîa del complejo insoluble P8-DNA.
Electroforesis en plaça de acrilamida de la 
P8 soluble y sedimentada con el DNA desnatura­
lizado de NIL-HSV.
Se incubaron cantidades crecientes de P8 puri­
ficada con 4,2 pg de DNA-C^^ desnaturalizado 
de NIL-HSV (18.000 cpm/pg), centrifugândose 
las muestras, como se describe en Métodos. La 
proteîna présente en los sobrenadantes y los
Figura 33. Continuaciôn.
sedimentos résultantes de la centrifugaciôn se sometie- 
ron a electroforesis en plaça de poliacrilamida en pre- 
sencia de SDS como se describe en Métodos.
A. De izquierda a derecha : cantidad de P8 présente en 
el sobrenadante después de incubar sin DNA 1,7, 3,4,
6.8, 10,2, 17, 25,5 y 34 pg de proteîna.
B. De izquierda a derecha : Cantidad de P8 présente en
el sedimento después de incubar sin DNA 1,7, 6,8, 17 
y 34 pg de proteîna.
C. De izquierda a derecha: Cantidad total de P8 sin in­
cubar ni centrifugar correspondiente a 1,7, 3,4, 8,5 
17, 25,5 y 34 pg.
D. De izquierda a derecha : Cantidad de P8 présente en
el sobrenadante después de incubar con DNA 1,7, 3,4,
6.8, 10,2, 17, 25,5 y 34 pg de proteîna.
E. De izquierda a derecha : Cantidad de P8 présente en
el sedimento después de incubar con DNA 1,7, 3,4,
6.8, 10,2, 17, 25,5 y 34 pg de proteîna.
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feccionândose curvas patrôn como se describe en Mé­
todos, bien por densitometrîa de las bandas de pro­
teîna, o bien por eluciôn con piridina al 25% del 
colorante fijado a la proteîna y determinaciôn de su 
densidad éptica a 615 nm (Figura 34). Mediante estos 
dos métodos es posible determiner con precisiôn la 
cantidad de proteîna correspondiente a una banda 
cualquiera. Para cantidades menores de 5 pg se utili- 
zô la grâfica de densitometrîa; para cantidades mayo­
rs s de 20 pg se empleô la grâfica de eluciôn con pi­
ridina, y para las cantidades comprendidas entre 5 
y 20 pg se utilizaron los dos sistemas, indistinta- 
mente.
En la figura 35 se muestra el resultado del ex 
perimento, pudiéndose observer, de igual manera que 
en la figura 32, la forma sigmoide de las curvas de 
precipitaciôn de DNA y de proteîna 8. Si se calcula 
la cantidad mâxima de P8 fijade por nucleôtido de 
DNA, de la: misma forma que en el caso de la curve 
de precipitaciôn del DNA con la P8 radiactiva, se ob­
tiens un valor de 156 nucleôtidos por molécule de pro­
teîna ;
2.0
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Figura 34. Estequiometrîa del complejo insoluble P8-DNA.
Curvas de calibraciôn para el câlculo de la P8 
soluble y sedimentada con el DNA.
A; Curva de calibraciôn por eluciôn con piridi­
na. Las bandas tenidas con azul de Coomassie co 
rrespondientes a cantidades conocidas de P8 
(partes A y C de la figura 33) se recortaron de 
la plaça, eluyéndose el colorante con piridina 
al 25%, como se describe en Métodos. La densidad
Figura 34. Continuaciôn. 
ôptica se determinô a 615 nm.
B: Curva de calibraciôn por densitometrîa. Las bandas 
tenidas con azul de Coomassie correspondiente a cant^ 
dades conocidas de P8 (partes A y C de la figura 33) 
se densitometraron en un espectrofotômetro Gilford co­
mo se describe en Métodos, calculândose el ârea de ca­
da pico obtenido.
P8 (pg)
Figura 35. Estequiometrîa del complejo insoluble P8-DNA.
Precipitaciôn del DNA desnaturalizado homôlogo 
por la P8 purificada frîa de NIL-HSV.
Las cantidades de DNA y P8 présentes en los se­
dimentos del experimento descrito en la figura 
33, calculadas como se describe en Métodos, se 
represêntan frente a las cantidades de P8 utili 
zadas.
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9.3 Jig de P8
120 X 10^(Peso molecular de la P8) 7.75 x 10  ^jimoles de P8
4 Jig de ENA 1.21 x 10  ^jimoles de nucleôtidos
330 (Peso molecular de un nucleôtido) 
1 mol de P8
156 moles de nucleôtidos
Si se représenta el porcentaje de P8 sedimenta­
da con el DNA frente a la relaciôn P8 a DNA calculada a 
partir de las grâficas de precipitaciôn del complejo P8-DNA 
desnaturalizado (Figuras 32 y 35), se obtiene el resultado 
que se muestra en la figura 36. En el panel A se repré­
senta la grâfica de precipitaciôn del DNA con la P8 radiac­
tiva, y en el B la correspondiente a la P8 frîa. En ambos 
casos, el valor mâximo de P8 que précipita con el DNA es de 
un 50% aproximadamente. Al mismo tiempo se observa que la 
relaciôn P8/DNA a la cual se alcanza el mâximo porcentaje 
de precipitaciôn de proteîna es diferente en los dos ex- 
perimentos, siendo de 5 en el A y de 3 en el B. Por 
otra parte, la curva de precipitaciôn del DNA también di­
fféré en los dos casos, estando desplazada hacia la de­
recha en A con respecto a B, indicando que se nece-
100 50
40
30
50
20
25
75O
30 û.
20
25
Relaciôn P 8 / D N A
Figura 36. Estequiometrîa del complejo insoluble P8-DNA.
Porcentajes de P8 y DNA sedimentados en fun- 
ciôn de la relaciôn P8/DNA.
Los porcentajes de DNA y P8 sedimentados en 
los experimentos de precipitaciôn del comple­
jo DNA desnaturalizado-P8 radiactiva (A) y 
DNA-desnaturalizado-P8 frîa (B), descritos en 
las figuras 32 y 35, se representan frente a 
la relaciôn P8-DNA.
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sita mayor cantidad de proteîna en A que en B para 
precipitar la misma cantidad de DNA.
A la vista de estos resultados, se sometieron
a electroforesis en plaça de agarosa alîcuotas de
los preparados de DNA utilizados en ambos experimen-
14tos, ya que el DNA-C utilizado en el experimento de 
precipitaciôn con P8 radiactiva se habîa diluîdo con 
DNA frîo que procedîa de otra preparaciôn. El résulta 
do se muestra en la figura 37, donde se observa la 
diferencia de tamano de las dos preparaciones de DNA, 
lo que puede dar cuenta de las diferencias observadas 
en los dos experimentos descritos (ver apartado C-8 
de Resultados) .
11) Interacciôn de la P8 con RNA,poli A y poli 
igAzÉTlz,
La P8 interacciona también con el RNA hetero- 
géneo de NIL-HSV, y con los polîmeros sintéticos poli 
A y poli(dA-dT), como se muestra en la figura 38, don­
de se représenta el resultado de dos experimentos de 
filtraciôn por discos Millipore en los que se incuba­
ron cantidades crecientes de P8 purificada con 4,25 
pg de poli A-C^^ ô 4,30 pg de RNA-H^ de NIL-HSV (panel
12 X 10® 
6 X 106
3.8 X 10®
1.3 X 10'
0.6x10® 
0.3 X 10®
C
Figura 37. Estequiometrîa del complejo insoluble P8-DNA.
Tamano de los DNA utilizados en los experi­
mentos de precipitaciôn descritos en las figu­
ras 32 y 35.
Alîcuotas de 5 pg de los DNA-C^^ desnaturaliza 
dos de NIL-HSV utilizados en los experimentos 
descritos en las figuras 32 (a) y 35 (b) se so 
metieron a electroforesis en plaça de agarosa, 
como se describe en Métodos.Se llevaron en pa­
ralelo alîcuotas de 10 pg del DNA de 029 nati-
Figura 37. Continuaciôn.
vo tratado con la endonucleasa de restricciôn EcoRi 
(c) o de 5 pg del DNA de 029 nativo no tratado (d).
A la derecha se indican los pesos moleculares del DNA 
de j2f29 y de los fragmentos mencionados anteriormente.
c  100
lO
50
■o
CL
10 20 30 40
pg Proteîna
Figura 38. Interacciôn de la P8 con RNA homôlogo, poli A 
y poli(dA-dT) desnaturalizado.
A. Se incubaron cantidades crecientes de P8 
purificada con 4,3 pg de RNA-H^ heterogéneo de 
NIL-HSV (1.580 cpm/pg) ô con 4,25 pg de poli A*
• 14
C (1.230 cpm/pg). Las muestras se filtraron 
por discos Millipore, como se describe en Mêto- 
dos.
Figura 38. Continuaciôn.
B. Se incubaron 1,3 pg de poli A-C^^ (2.000 cpm/pg) 
con cantidades crecientes de P8 purificada (#— •) ô 
de y-globulina humana ( m — ■). Asîmismo, se incu-
3
baron 1,2 pg de poli(dA-dT)-H desnaturalizado por 
calor (21.600 cpm/pg) con cantidades crecientes de 
P8 purificada (o— o) ô de y-globulina humana 
(O — □ ) .
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14A)f o bien con 1,30 pg de poli A-C 6 1,20 pg de po- 
3li (dA-dT)-H desnaturalizado por el calor (panel B), 
en un tampôn de incubaciôn que contenîa ClNa 30 mM.
Nuevamente se puede observer la forma sigmoide 
de las curvas de retenciôn de filtre de los âcidos nu- 
cleicos utilizados. Al mismo tiempo se observa un des- 
plazamiento hacia la derecha de la curva de retenciôn 
al filtre del poli A del panel A con respecto a la 
del panel B, debido probablemente a las cantidades 
distintas de polîmero utilizadas, lo cual hace que la 
relaciôn P8 a poli A sea mayor en el B que en el A.
Por otro lado, la diferencia observada en las curvas 
de interacciôn de la P8 con el poli A y poli(dA-dT) 
(panel B) sugiere que la P8 tiene mayor afinidad por 
poli A que por poli (dA-dT) desnaturalizado.
En el panel B de esta figura se représenta tam-
14biën la curva de retenciôn en el filtro de poli A-C 
y poli (dA-dT)-H^ desnaturalizado incubados con y- 
globulina humana, que se llevô como control del expe­
rimento, observândose que la y-globulina no interac­
ciona con el poli A, mientras que si lo hace con el po­
li (dA-dT) desnaturalizado, como ha sido previamente 
descrito (181)
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D) ENSAYO DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN PREPARADOS 
DE P8 PURIFICADA.
1) Actividad RNasa
Para ver si los preparados de P8 purificada 
tenîan niveles apreciables de actividad RNasa, se in 
cubaron preparaciones de P8 con RNA-H^ heterogéneo 
de NIL-HSV en las condiciones de ensayo descritas en 
Métodos. Como se muestra en la tabla XIII, no se en- 
contraron niveles apreciables de actividad RNasa en 
dos preparaciones distintas de P8. La radiactividad 
soluble procedente de la incubaciôn de la P8 con RNA- 
H^ es la misma que la solubilizada por incubaciôn en 
paralelo del RNA con el tampôn sin proteîna, y no au- 
menta con el tiempo de incubaciôn. Por el contrario, 
aparece un aumento notable de radiactividad soluble 
por incubaciôn del RNA-H^ con RNasa pancreâtica comer 
cial. Estos resultados indican que los preparados de 
P8 no presentan contaminaciôn apreciable por activi­
dad RNasa.
2) Actividad DNasa.
Tampoco se ha detectado actividad DNasa de tipo 
exonucleasa en preparaciones de P8 purificada. Dicha
Tabla XIII. Ensayo actividad RNasa en Preparados de P8
purificada.
RNA-H^ NIL-HSV (9 pg, 1400 cpm/ pg) incubado con:
Tierripo Tampôn P8 P8 (18 pg) P8 (10 pg) RNasa pancreaticaflpg^
incubaciôn '
(minutos)
cpm solubles
0 80 (1,02) 51 (0,64) 54 (0,68) 57 (0,72)
10 54 (0,66) 85 (1,07) 54 (0,68) 4.547 (57,3)
20 64 (0,81) 74 (0,93) 124 (1,57) 5.068 (64,0)
30 71 (0,92) 51 (0,64) 85 (1,07) 4.976 (62,8)
60 68 (0,85) 73 (0,93) 85 (1,07) 4.879 (61,5)
Las condiciones de ensayo se describen en materiales 
y métodos. En la tabla se muestran los resultados obtenidos 
con dos preparados distintos de P8. Entre paréntesis se mues­
tra el tanto por ciento de las cpm totales que se solubilizan 
en esas condiciones.
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actividad se ensayô por incubaciôn de la P8 con DNA- 
homôlogo desnaturalizado (Tabla XIV), en las con­
diciones de ensayo descritas en Métodos. Por el con­
trario, la incubaciôn con DNasa I pancreâtica diô lu 
gar a la apariciôn de radiactividad soluble, aunque 
dichas condiciones de ensayo no son las ôptimas para 
esta actividad, ya que la DNasa I es una endonucleasa 
que actûa mucho mejor con DNA nativo.
Por otra parte, también se ha valorado en las 
preparaciones de P8 purificada la actividad DNasa de 
tipo endonucleasa, por incubaciôn de la P8 con el DNA 
de ^29 y posterior electroforesis en plaça de agarosa, 
obteniêndose los resultados que se muestran en la fi­
gura 39. Se puede observer que la actividad DNasa pré­
sente en las preparaciones de P8 purificada es insig- 
nificante comparada con la actividad que se obtiene a 
la concentraciôn mâs baja de DNasa I utilizada (1 na- 
nogramo), por lo que se puede concluir que la P8 estâ 
esencialmente libre de contaminaciôn por endonucleasa.
Por otra parte y para ver si la P8 es actina, 
se estudiô su efecto sobre la actividad de la DNasa I 
pancreâtica, ya que se sabe que la actina inhibe fuer 
temente a la DNasa I pancreâtica, uniéndose a ella en
Tabla XIV. Ensayo actividad DNasa (exonucleasa) en
preparados de P8 purificada.
DNA-H NIL-HSV (6 pg, 1630 cpm/ pg) incubado a 37q C con:
Tiempo Tampôn P8 P8 (20 pg)
incubaciôn --------------------------- —
(minutos) cpm solubles
DNasa I (0.5 pg)
0
10
20
30
60
111 (1.92) 
126 (2.18) 
107 (1.86) 
119 (2.07) 
130 (2.24)
135 (2.35)
131 (2.28)
142 (2.48)
115 (2.00)
126 (2.19)
123 (2.14)
371 (6.45)
548 (9.55)
914 (15.9) 
846 (15.0)
Las condiciones de ensayo se describen en materiales 
y métodos. Entre paréntesis se indica el tanto por ciento 
de las cpm totales que se solubilizan en esas condiciones.
Figura 39. Valoraciôn de DNasa (endonucleasa) en prepa­
rados de P8.
Electroforesis en plaça de agarosa del DNA de 
^29 (5,6 pg) incubado, en las condiciones des­
critas en Métodos, con : 26,5 (a), 10,6 (b) y
5,3 pg (c) de P8 purificada; 50 (d), 10 (e),
5 (f) y 1 nanogramos (g) de DNasa I pancreâti­
ca; tampôn de incubaciôn (h).
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cantidades equimolares e inactivândola (182). Para 
ello se utilizô el sistema de electroforesis en gel 
de agarosa del DNA de 029. Los resultados se muestran 
en las figuras 4 0 y 41. En la primera se observa que 
si se incuba simultâneamente el DNA de 029 desnatura 
lizado con la P8 y la DNasa I pancreâtica no se ob­
serva ningûn efecto sobre la actividad del enzima,lo 
cual indica que la P8 no es actina. Por otro lado, 
también se puede observer en esta figura que cuando 
la P8 se incuba con el DNA sin DNasa, el DNA no péné­
tra en el gel, lo cual se debe probablemente a que la 
P8 interacciona con el DNA formando un complejo que 
queda retenido en el origen del gel (179) (panel C).
Por el contrario, si se permite la formaciôn 
del complejo insoluble P8-DNA desnaturalizado, y a 
continuaciôn se anade DNasa, se produce una inhibiciôn 
de la digestiôn del DNA por el enzima, como se aprecia 
en los paneles a y b de la figura 41. sin embargo, en 
las condiciones utilizadas en el experimento, la uniôn 
de la P8 al DNA no protege totaïmente a éste de la ac- 
ciôn de la DNasa. Por otro lado, también se comprueba 
que la P8 no proteje al DNA nativo del ataque enzimâ- 
tico (paneles c y f) aunque se puede observer que una
Figura 40. Efecto de la P8 sobre la actividad DNasa I.
Se incubaron a 30QC en un volurnen de 52 pl 
de una mezcla de reacciôn que contenîa 10 
pl de SSC 0,1X, 25 pl de TL con ClNa 0,15 M, 
15 pl de T1 l/g y 2 pl de Cl^Mg 0,25 M, los 
siguientes componentes : 4,25 pg de DNA de 
029 desnaturalizado, 25,5 pg de P8 y 5 pg 
(a) 6 1 pg (b) de DNasa I pancreâtica; 4,25 
pg de DNA de 029 desnaturalizado, 30 pg de
Figura 40. Continuaciôn.
seroalbûmina de bovino y 5 (c), ô 1 pg (d) de DNasa I 
pancreâtica; 4,25 pg de DNA de i?29 desnaturalizado y 
25,5 pg de P8 (e); 4,25 pg de DNA de 029 desnaturali­
zado y 30 pg de seroalbûmina de bovino (g); 4,25 pg 
de DNA de 029 nativo y 30 pg de SAB (h). En el panel
(f) se muestra el DNA de 029 (12 pg) tratado con la 
endonucleasa de restricciôn EcoRI. Al cabo de 1 minu­
te de incubaciôn se anadieron 5 pl de EDTA 0,2 M para 
detener la reacciôn, y a continuaciôn se sometieron 
las muestras a electroforesis en plaça de agarosa co­
mo se describe en Métodos.
Figura 41. Efecto de la preincubaciôn del DNA con la P8.
Se incubaron en 50 pl de una mezcla de reac­
ciôn que contenîa 10 pl de SSC 0,1 X, 25 pl de 
TL con ClNa 0,15 M y 15 pl de TL ^/g, los si­
guientes componentes; 2,8 pg de DNA de 029 des­
naturalizado y 25,5 pg de P8 purificada (a) y 
(c), ô 30 pg de SAB (b) y (d); 2,8 pg de DNA 
de 029 nativo y 25,5 pg de P8 purificada (e) y 
(g), ô 30 pg de SAB (f) y (h). Al cabo de 5 mi-
Figura 41. Continuaciôn.
nutos a 30QC, se anadiô a cada muestra 2 pl de ClgMg 
0,25 M, y 5 pl de DNasa I pancreâtica (10 pg/ml en 
TL l/g) (a) , (b) , (e) y (f) , 6 5 pl de TL l/g (c) , (d) ,
(g) y (h), continuândose la incubaciôn otros 10 minu­
tes. La reacciôn se detuvo anadiendo 5 pi de EDTA 0,2 
M, y a continuaciôn se sometieron las muestras a elec- 
troforesis en plaça de agarosa como se describe en Mé- 
todos.
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pequena proporciôn de DNA nativo no pénétra en el gel 
cuando se incuba en esas condiciones con la P8 sin 
DNasa (panel g).
3) Actividad ATPasa
Debido al hecho de que la actina se une a la 
miosina estimulando unas 20 veces su actividad ATPasa 
dependiente de Mg'* (130), se valorô el posible efec- 
to de la P8 sobre la actividad ATPasa présente tanto 
en el pico de ClNa 0,15 M de ClNa de la columna de 
DNA (nativo)-celulosa, como en el pico del lavado de 
la columna de DNA (desnaturalizado)-celulosa (Figura 
42). Se observa que la adiciôn de P8 al pico de ClNa 
0,15 M y al del lavado no tiene ningûn efecto estimu- 
lador o inhibidor sobre la actividad ATPasa, lo cual 
parece indicar de nuevo que la P8 no es actina. Por 
otro lado, también se observa que la P8 purificada 
no présenta niveles détectables de actividad ATPasa.
E) ENSAYO DE FIJACION DE COLCHICINA POR LA P8 PURIFI­
CADA.
Para ver si la P8 es tubulina, se estudiô la 
capacidad de unir colchicina de la P8 purificada, pro- 
piedad que es especîfica de la tubulina (183). Para 
ello se incubô la P8 purificada con colchicina tri-
20-
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Figura 42. Valoraciôn de ATPasa en preparados de P8.
o n
Se incubaron 0,1 pinoles de ATP-^-P (120.000 
cpm) , en las condiciones describes en Métodos, 
con ;
tampôn de incubaciôn 
15 pg de P8 purificada
30 pg de las proteînas del pico de ClNa 
0,15 M de la columna de DNA(nativo)-ce­
lulosa (Pico 0,15 M).
30 pg de las proteînas del pico 0,15 M 
mas 15 pg de P8.
■ — ■
Figura 42. Continuaciôn
; 200 pg de las proteînas del lavado de la columna 
de DNA (desnaturalizado)-celulosa (Lavado).
: 200 pg de las proteînas del lavado mâs 30 pg de 
las proteînas del pico 0,15 M.
A : 200 pg de las proteînas del lavado mâs 30 pg de 
las proteînas del pico 0,15 M, mâs 15 pg de P8.
A distintos tiempos se tomaron alîcuotas de los
tubos de incubaciôn, y se determinô la radiactividad de 
32P hidrolizada como se describe en Métodos.
144
tiada en las condiciones de ensayo descritas para la 
tubulina de cëlulas de mamîfero como se describe en 
Métodos.
È1 resultado de dicho experimento se muestra 
en la figura 43, donde se observa que la P8 purifica­
da no fija colchicina tritiada, en unas condiciones 
en las que el control del experimento (extracto de ce 
rebro de rata) présenta una actividad clara de fija- 
ciôn de colchicina (observese el porcentaje de col­
chicina que se excluye de la columna de Sephadex G- 
100 utilizada en el experimento). Por lo tanto, la 
P8 tampoco parece ser tubulina.
100
/ %
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Figura 43. Ensayo de uniôn a colchicina de la P8.
3
Se incubaron 5 ^Ci de colchicina-H (3 Ci/ 
nunol) diluîda con 5 pi de colchicina frîa 
0,2 itiM, con 270 pg de P8 purificada (parte 
superior de la figura),6 con 840 pg de un 
extracto de cerebro de rata (parte inferior 
de la figura) en las condiciones descritas en 
Métodos. A continuaciôn se cromatografiaron 
las muestras en una columna de Sephadex G-
Figura 43.
100, determinândose la absorciôn a 280 nm y la radiacti* 
vidad de las fracciones, como se describe en Métodos.
n I  $ c u s 10 N
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Como se mencionÔ en la Introducciôn, la proteîna 
8 présenta una serie de propiedades interesantes, tanto 
en su sîntesis que depende del estado de crecimiento de 
la célula, como en su interacciôn con el DNA. Por estas 
razones, considérâmes de interés llevar a cabo un estu- 
dio detallado de sus propiedades moleculares, y de las 
caracterîsticas de su uniôn al DNA, en un intento de es 
clarecer su funciôn biolôgica.
Para ello, se desarrollô un método de purifica- 
ciôn de la P8 de la lînea transformada de fibroblastos 
de hamster NIL-HSV, basado en el descrito por Tsai y 
Green (141) para la P8 de la lînea primaria de fibro­
blastos humanos SB. Este método se modificô con un pa- 
so adicional consistente en una cromatografîa sobre 
fosfocelulosa. El método, en resumen, es el siguiente:
IQ) Cromatografîa en columna de DNA(nativo)-ce­
lulosa del extracto celular soluble.
26) Cromatografîa en columna de DNA(desnaturali­
zado) -celulosa de las proteînas no retenidas en la co­
lumna anterior, entre las que se encuentra la P8, y
36) Cromatografîa sobre fosfocelulosa de las 
fracciones eluîdas de la columna de DNA(desnaturaliza­
do) -celulosa con ClNa 0,15 M, donde la P8 es el compo-
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nente mayoritario. La P8 se eluye de la columna de fo^ 
focelulosa en una forma esencialmente homogénea con 
ClNa 0,1 M.
Este método permite al mismo tiempo el aisla- 
miento de otras proteînas con afinidad por columnas de 
DNA-celulosa de las células NIL-HSV, aunque, debido a 
la variabilidad que presentaban estas proteînas en las 
distintas purificaciones realizadas, no nos detuvimos 
a estudiarlas mâs detenidamente. Esta falta de repro- 
ducibilidad en las proteînas présentes en los picos de 
ClNa 0,15 M y 2 M de las columnas de DNA-celulosa pare­
ce deberse a las distintas relaciones utilizadas entre 
la proteîna del extracto y el DNA fijado en las colum­
nas, asî como al tamano de las mismas, lo cual resalta 
la importancia crîtica que pueden jugar esas variables 
cuando se estudian las proteînas con afinidad por co­
lumnas de DNA-celulosa.
Sin embargo, este método permite la purificaciôn 
de la P8 de manera reproducible y en una escala consi- 
derablemente mayor que la utilizada por Tsai y Green, 
obteniéndose la proteîna en una forma esencialmente ho­
mogénea, con un rendimiento final que alcanzô, en los 
casos mâs favorables de un 40 a un 50%.
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En contraste con los resultados descritos por 
Tsai y Green, en nuestro caso no pudimos obtener en 
forma homogénea la P8 en el pico eluîdo con ClNa 
0,15 M de la columna de DNA(desnaturalizado)-celulosa, 
por lo que fue necesario introducir un paso adicional 
de purificaciôn, que consistiô en una cromatografîa 
sobre fosfocelulosa. Este paso proporcionô resultados 
excelentes, ya que permitiÔ separar, por un lado, las 
proteînas que no tienen afinidad por fosfocelulosa 
(entre las que se encuentra la P8'), y, por otro, 
aquellas proteînas que presentan mayor afinidad por 
fosfocelulosa que la P8 y que quedan por tanto fija- 
das mâs fuertemente a la columna.
Por ultimo, cabe destacar que este método per­
mite asî mismo la obtenciôn de otra proteîna con afi­
nidad por DNA (P8') en grado considerable de pureza, 
aunque no de una forma totalmente reproducible, debido 
probablemente a las razones apuntadas mâs arriba. Es­
te método de purificaciôn podrîa pues, utilizarse en 
estudios futures sobre la P8', proteîna que présenta 
asî mismo ciertas caracterîsticas interesantes, entre 
las que cabe destacar su afinidad especîfica por DNA 
desnaturalizado. Por una parte, la P8' no se une a co-
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lumnas de DNA(nativo)-celulosa, y, por otra, parece 
que su uniôn a columnas de DNA(desnaturalizado)-celu­
losa es especîfica, ya que no présenta afinidad por 
fosfocelulosa, lo cual excluye la posibilidad de que 
su uniôn a columnas de DNA-celulosa se efectûe de 
forma inespecîfica a travës de los grupos fosfato del 
DNA.
La P8 de cultives densos de NIL-HSV constitu- 
ye mâs del 1% de la proteîna total soluble en nues- 
tras condiciones de extracciôn, lo cual représenta 
una cantidad aproximada de 1,5 a 2 picogramos de P8 
por célula (unos 7,5 a 10 x 10^ moléculas de proteîna 
por célula).
La razôn de utilizer la lînea transformada 
(NIL-HSV) y no la normal (NIL) para la purificaciôn 
de la P8 fue esencialmente de tipo técnico, ya que en 
cultives densos de NIL-HSV la sîntesis de la P8 es muy 
alta, y, al mismo tiempo, esta lînea présenta una den- 
sidad de saturaciôn mayor que la lînea normal, por lo 
que es posible obtener mayores cantidades de proteîna.
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La P8 présenta un peso molecular en condicio­
nes disociantes de unos 36.000 dalton^.. . mientras que 
en estado nativo, por los dos métodos empleados, tie­
ne un peso molecular de unos 120.000 dalton... . Estos 
resultados sugieren que la P8 se encuentra, en estado 
nativo, en una forma oligomêrica, probablemente un te- 
trâmero. Si suponemos que la P8 es efectivamente un 
tetrâmero, la pequeha discrepancia entre los valores 
encontrados para el peso molecular en estado nativo y 
en condiciones disociantes podrîa deberse a los dis­
tintos métodos utilizados en dichos calcules. Tenien- 
do en cuenta, por una parte, que el valor obtenido pa­
ra el peso molecular en estado nativo coincide por los 
dos métodos empleados, y por otra, la forma simétrica 
del pico correspondiente a la P8 en la columna de Bio­
gel y la grâfica perfectamente lineal de equilibrio 
de sedimentaciôn, que sugiere que, en esas condiciones, 
la proteîna se encuentra como una ûnica especie molecu­
lar, parece probable que la discrepancia sea debida a 
un pequeno error en el câlculo del peso molecular del 
polipéptido, debido a un comportamiento anômalo de la 
proteîna en electroforesis en gel de poliacrilamida en 
presencia de SDS. En relaciôn con esta posibilidad, ca­
be mencionar que la PB no parece ser una glicoproteîna.
150
lo cual excluye que su posible comportamiento anormal 
fuese debido a esta causa. También es de destacar que 
el valor del peso molecular en presencia de SDS comu- 
nicado para la P8 de células SB (141), 3T6, (140) y
fibroblastos humanos Wl-38 (146) fue, respectivamente, 
de 20.000, 30.000 y 33.000. Por otro lado, la P8 de 
NIL-HSV présenta un peso molecular aproximado de 32-
33.000 (184) por electroforesis en gel de poliacrilami­
da en presencia de SDS segûn el método de Laemli (185), 
Es decir, se obtiene una cierta variabilidad en el pe­
so molecular de la proteîna dependiendo de la proceden- 
cia de la misma y del método de electroforesis utiliza- 
do.
La P8 de la lînea NIL-HSV présenta una composi- 
ciôn de aminoâcidos muy similar a la de la lînea prima­
ria de fibroblastos humanos SB (141) , lo cual es un ar­
gumente a favor de la posible existencia general de la 
proteîna en distintas especies animales, con una fun­
ciôn comûn y evolutivamente conservada en todos los ca­
sos, como se sugiriô en la Introducciôn.
La P8 de NIL-HSV sometida a electroenfoque se 
desdobla en dos bandas con puntos isoeléctricos de 7,5 
y 7,7, que son valores prôximos al comunicado para la
151
P8 de SB por Tsai y Green (7,8), aunque, en este caso, 
la proteîna aparecîa como una sola banda (141) . Esta 
discrepancia puede ser debida a la mayor sensibilidad 
de nuestro método, o bien a la presencia de urea en 
los geles utilizados por nosotros para calcular el 
punto isoeléctrico de la P8 de NIL-HSV, que podrîa di- 
sociar la proteîna en dos componentes. Por otro lado, 
la presencia de dos bandas enfocadas a distintos pH 
puede indicar que la P8 esté constituîda por subunida- 
des distintas, o que hay varias especies de proteîna, 
o bien que existen formas modificadas de la molécula 
de proteîna que alteran su carga neta, por ejemplo, 
distintos estados de fosforilaciôn.
Con respecto a estas très posibilidades hay 
que decir que la P8 no parece fosforilarse en expéri­
mentes de marcaje de células in vivo con fosfato inor- 
gânico radiactivo en condiciones en que otras proteî­
nas con afinidad por el DNA aparecen claramente fos- 
foriladas, como por ejemplo, la P6 y la P8' (186 ).
Por otra parte, la P8 analizada por electroforesis en 
gel de poliacrilamida en presencia de SDS, pero sin 
reducciôn con mercaptoetanol, aparece desdoblada en 
dos bandas, una de ellas de mayor movilidad electrofo-
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rética que la banda ûnica correspondiente a la proteîna 
reducida, probablemente debido a la presencia de puen- 
tes disulfuro intracadena que hacen que el polipéptido 
adquiera una forma plegada que le permite moverse con 
mayor rapidez en el gel de poliacrilamida, lo cual apun 
tarîa a la existencia de subunidades distintas, una de 
ellas con menor proporciôn (o ausencia) de puentes di­
sulfuro intracadena.
La posibilidad de que se trate en realidad de 
dos proteînas distintas, pero con igual movilidad en 
geles de poliacrilamida en presencia de SDS, es decir, 
con cadenas polipeptîdicas del mismo peso molecular, 
parece improbable, ya que, de ser cierta esta hipôte- 
sis, deberîan ser dos proteînas que, ademâs de su coin 
cidencia en el peso molecular en condiciones disocian­
tes, tendrîan también elmismo peso molecular en esta­
do nativo (120.000 daltones) e idéntico comportamien­
to en columnas de DNA-celulosa y fosfocelulosa.
Por todo ello, parece razonable pensar que la 
P8 es una proteîna constituîda por subunidades no 
idénticas, como el caso de la hemoglobina (187 ) o la 
tubulina (188 ), aunque de un tamafio similar, o bien 
que hay dos especies de proteîna genéticamente relacio 
nadas de modo similar a las isoenzimas.
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La proteîna 8 purificada conserva su capacidad 
de uniôn a columnas de DNA-celulosa, lo cual permite 
descartar la posibilidad de que la P8 necesite alguna 
otra proteîna celular para su interacciôn con la DNA- 
celulosa. Por otra parte, la P8 purificada no queda 
retenida a una columna constituîda ûnicamente de celu­
losa, lo que demuestra su afinidad especîfica por el 
DNA fijado a las columnas de DNA-celulosa.
Por estudios de filtraciôn por discos Millipo- 
re, de nitrato de celulosa, se ha podido demostrar 
que la P8 interacciona con DNA desnaturalizado, mien­
tras que no se détecta uniôn a DNA nativo, lo cual 
concuerda con su propiedad de unirse a las columnas 
de DNA (desnaturalizado)-celulosa, pero no a las de 
DNA nativo. Al mismo tiempo, se ha observado que la 
P8 de NIL-HSV se une a DNA desnaturalizado, tanto ho- 
môlogo como heterôlogo (DNA de 029), asî como al polî- 
mero sintético poli (dA-dT) desnaturalizado.
Estos resultados junto con el comportamiento de 
la proteîna en columnas de DNA-celulosa (en las que 
se utiliza DNA de timo de ternera) parecen indicar que 
la P8 tiene afinidad especîfica por el estado desnatu­
ralizado del DNA, siendo por el contrario inespecîfica 
para el origen de éste. Esta caracterîstica sugiere 
que la interacciôn de la P8 de NIL-HSV con el DNA no
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es una interacciôn especîfica de secuencia de bases, 
tal como la de los represores del fago lambda y del 
operôn de la lactosa por el operador (72 ,61 ), sino 
mâs bien una interacciôn inespecîfica de secuencia, 
como la que se observa en el caso de la proteîna del 
gen 32 del fago T4 (82 ) o la del gen 5 del fago fd 
(86 ) .
Por otra parte, la interacciôn de la P8 con el 
DNA desnaturalizado, tanto homôlogo como heterôlogo, 
obedece a una curva fuertemente sigmoide, lo cual, y 
una vez descartado el posible artefacto debido al la­
vado de los filtros, podrîa explicarse de très mène­
ras :
1) La proteîna podrîa existir en varias formas 
de asociaciôn, de las cuales tan sôlo una es activa. 
Esta forma activa podrîa estar enriquecida por encima 
de una concentraciôn crîtica debido a un cambio en el 
equilibrio asociaciôn-disociaciôn, de modo similar al 
comportamiento del represor del fago lambda, cuya for­
ma activa es el dîmero.
2) La retenciôn al filtre del DNA podrîa requé­
rir un nûmero mînimo de moléculas de proteîna unidas 
al DNA, y
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3) La ûniôn de una molécula de proteîna al DNA 
podrîa facilitar la interacciôn de una segunda molécu­
la de proteîna en un sitio adyacente al lugar de fija- 
ciôn de la primera, es decir, que la interacciôn de 
la P8 al DNA desnaturalizado fuese de tipo cooperativo.
La primera posibilidad no parece probable, ya 
que la P8 muestra el mismo peso molecular en estado 
nativo en el margen de concentraciones usadas en los 
experimentos del filtro (recuérdese que tanto por equi­
librio de sedimentaciôn, donde se usaron concentracio­
nes de P8 relativamente altas, como por filtraciôn en 
gel, con una concentraciôn de P8 muy baja, se obtuvo 
el mismo peso molecular). Quedan, por tanto las dos ûl- 
timas posibilidades, pero por los experimentos de fil­
traciôn en discos de nitrocelulosa no se puede decidir 
cual es la correcta.
La interacciôn de la P8 con el DNA es un fenôme- 
no muy râpido que depende de la fuerza iônica y de la 
temperatura, al mismo tiempo que es inhibida por los ca
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tiones Mg** y Mn’*. El efecto de la fuerza iÔnica y de 
los cationes divalentes sobre la interacciôn P8-DNA su­
giere que esta interacciôn es de tipo electrostâtico.
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Por otra parte, el efecto de la temperatura sobre dicha 
interacciôn sugiere que, ademâs de las fuerzas de tipo 
electrostâtico, también pueden jugar un papel importan­
te las fuerzas hidrofôbicas en la interacciôn. Esta, 
pues, parece ser de naturaleza compleja.
La interacciôn P8-DNA desnaturalizado da lugar 
a la formaciôn de un complejo insoluble que puede ser 
sedimentado a baja velocidad, es decir, que lo que se 
habîa estado detectando por la técnica de filtraciôn 
por discos de nitrocelulosa no era la formaciôn de un 
complejo soluble de la proteîna con el DNA, sino la 
precipitaciôn de éste por la P8. Este hecho indica que 
a la hora de interpreter los resultados obtenidos por 
este método hay que tener un cuidado especial, ya que, 
ademâs de servir para detectar un complejo soluble en­
tre una proteîna y el DNA, tal como el formado por la 
RNA-Polimerasa o los represores bacterianos con el DNA 
(para lo que fue disenado inicialmente el método al 
aprovechar la observaciôn de que el DNA sôlo pasa a 
través del filtro, mientras que queda retenido al mismo 
cuando va unido a una proteîna), también es capaz de re 
tener un DNA que forma parte de un complejo insoluble 
al actuar como un tamiz molecular si las partîculas del 
precipitado son de un tamano mayor que el poro del filtro.
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La precipitaciôn del complejo P8-DNA parece ser
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irreversible, ya que si se anade Mg** al complejo pre- 
formado, a una concentraciôn que es inhibidora si se 
anade antes o simultâneamente con la proteîna y el DNA, 
el complejo no se solubiliza, y signe reteniéndose en 
el filtro o pudiëndose sedimentar por centrifugaciôn.De 
igual manera, el enfriamiento del complejo preformado 
a una temperatura a la cual no se produce precipitaciôn, 
tampoco tiene efecto sobre el mismo.
La formaciôn del complejo insoluble P8-DNA des­
naturalizado es un fenômeno en el que la relaciôn pro- 
teîna-DNA es un factor muy crîtico, ya que si se sobre- 
pasa la cantidad de DNA ôptima para la formaciôn del com 
piejo con una determinada cantidad de proteîna, entonces 
se observa una inhibiciôn. Al mismo tiempo, tanto la re­
laciôn en peso P8/DNA a la cual la precipitaciôn del com 
piejo es ôptima, como la estequiometrîa de la precipita­
ciôn del mismo, es decir, la cantidad de proteîna que 
coprecipita con el DNA, dependen del tamafio de éste. La 
relaciôn ôptima P8-DNA es menor, y se necesita menos can 
tidad de proteîna para formar el complejo insoluble, 
cuanto mayor es el tamafio del DNA. Por ejemplo, para un 
DNA desnaturalizado de NIL-HSV con un peso molecular de 
uno a dos millones, la relaciôn en peso P8/DNA a la cual
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la precipitaciôn del complejo es ôptima es de 2 a 3, y 
là estequiometrîa de la precipitaciôn de dicho complejo 
es de una molécula de P8 por cada 156 nucleôtidos. Por 
el contrario, con un DNA de tamano menor (0,5 a 1 x 10^), 
los valores correspondientes son 5-6 para la relaciôn 
P8/DNA, y 100 nucleôtidos por cada molécula de P8, res­
pectivamente .
A partir de estos valores se puede calcular, de 
una manera aproximada, la cantidad de moléculas de P8 
que precipitan con cada molécula de DNA (Hay que tener 
en cuenta que, al ser el DNA heterogéneo, los valores 
calculados son valores medios).
En el caso del DNA de 1 a 2 x 10^, se tiene:
1 molécula de P8 1 molécula de P8 1 molécula de P8
156 nucleôtidos 156 x 330 (PM de un nucleôtido) 51480 (PM total)
19 moléculas de P8 38 moléculas de P8
6 ' 6 
1 molécula de ENA(de 1 x 10 de PM) 1 molécula de ENA(de 2 x 10 de PM
Es decir, que por cada molécula de DNA precipi­
tan 19-38 moléculas de P8. _
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Para el DNA con un peso molecular de 0,5 a
1 X 10^, tenemos:
1 molécula de P8 _ 1 molécula de P8 1 molécula de P8
100 nucleôtidos 100 x 330 (PM de un nucleôtido) 33.000 (PM total)
15 moléculas de P8 30 moléculas de P8= -------------------------- g----- o ^
1 molécula de ENA(de 0,5 x 10 de PM 1 molécula de ENA(de 1 x 10 de P
Es decir, que por cada molécula de DNA precipitan 
15-30 moléculas de P8.
Como se puede apreciar, los valores obtenidos,son 
similares, lo cual podrîa indicar que el nûmero de molé­
culas de P8 que precipitan con cada molécula de DNA es pa- 
recido, independientemente del tamano de éste. De esta 
forma, tanto el efecto del tamano del DNA, como la depen- 
dencia de la relaciôn P8/DNA, en la formaciôn del complejo 
insoluble P8-DNA, se podrîan explicar si se supone que pa­
ra que tenga lugar la precipitaciôn de dicho complejo se • 
necesita un nûmero crîtico de moléculas de proteîna, que 
probablemente oscilarâ entre 15 y 40, por debajo del cual 
no ocurre dicha precipitaciôn. Al aumentar el nûmero de 
moléculas de DNA (al aumentar la concentraciôn de éste, o 
al ser de un tamano mâs pequeno) el nûmero de moléculas 
de proteîna que corresponderîan por molécula de DNA se ha- 
rîa menor, y, por lo tanto, se observarîa una inhibiciôn
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de la precipitaciôn del complejo, siendo necesario au­
mentar la cantidad de proteîna para que cada molécula 
de DNA puediera unir un nûmero suficiente de moléculas 
de proteîna que diese lugar a la formaciôn del comple­
jo insoluble.
La P8 interacciona también con poli A y con RNA 
homôlogo heterogéneo de forma similar a como lo hace con 
el DNA desnaturalizado, aunque para detectar dicha inte­
racciôn es necesario reducir la fuerza iônica del tam- 
pôn de incubaciôn, de igual manera que ocurre con el 
poli (dA-dT) desnaturalizado. Esto puede ser debido al 
pequeno tamano del RNA y de los polîmeros sintéticos 
utilizados. Estos resultados indican que la P8 no es 
capaz de distinguir entre un polidesoxirribonuclé.ôtido 
y un polirribonucleôtido.
Por otro lado, la forma de las grâficas de re­
tenciôn del poli A a filtros Millipore apoyan la hipÔ- 
tesis expuesta anteriormente sobre la necesidad de un 
nûmero crîtico de moléculas de P8 para producir la pre­
cipitaciôn del complejo P8-âcido nucleico, ya que al 
aumentar la cantidad de poli A se produce un desplaza- 
miento hacia la derecha (zona de mayor concentraciôn 
de proteîna) de la curva de retenciôn del poli A, indi-
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cando que se necesita mâs cantidad de P8 para formar 
el complejo probablemente debido a que se produce un 
cambio en la relaciôn P8/poli A.
La funciôn biolôgica de la proteîna 8 de NIL- 
HSV no se conoce todavîa, aunque, teniendo en cuenta 
los resultados obtenidos hasta el momento, se pueden ha 
cer una serie de consideraciones.
En primer lugar, la P8 se encuentra en gran can 
tidad en la célula, lo cual sugiere que su funciôn no 
es catalîtica, y apunta mâs bien a una funciôn de tipo 
estructural o que requiera cantidades estequiométricas.
Entre las proteînas conocidas que estân présen­
tes en grandes cantidades en las células eucariôticas 
en cultive, se encuentran la miosina, la actina, la tro- 
pomiosina y la tubulina. Estas proteînas juegan un pa­
pel estructural dando rigidez a la célula, al consti- 
tuir una especie de esqueleto interne, que permite a la 
célula anclarse al sustrato. Al mismo tiempo, dichas pro 
teînas proporcionan motilidad y una cierta plasticidad 
a las células (47-51). La tubulina interviene ademâs en 
la formaciôn del use acromâtico durante la mitosis (183)
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Por otra parte, se han encontrado recientemente dichas 
protelnas asociadas a la cromatina en nûcleos de Phy- 
sarum polycephalum, células Hela y fibroblastos eiibrio- 
narios de ratôn (130,131), donde pudieran ejercer una 
funciôn, no s61o estructural, sine también reguladora 
de la condensacidn (y consiguiente inactivaciôn) de la 
cromatina,. dependiendo del estado fisiolôgico de la cêlula.
Se considerô la posibilidad de que la P8 fuese 
alguna de estas proteinas. Por un lado, la P8 no pare- 
ce ser miosina por su peso molecular (189), ni tropo- 
miosina debido a la distinta composiciôn en aminoâci- 
dos de las dos proteînas (190 ) . Por otra parte, la P8 
no présenta actividad de fijaciôn de colchicina en 
unas condiciones expérimentales en que se obtiene un 
resultado positive utilizando un extracto de cerebro 
de rata, donde la tubulina se encuentra abundantemente, 
por lo que se puede descartar la posibilidad de que la 
P8 sea tubulina. Por otra parte, la P8 no inhibe la 
actividad de la DNasa I en unas condiciones en las que 
la actina présenta un efecto fuertemente inhibidor, ya 
que se une al enzima en proporciôn 1:1, inactivândolo 
(182 ). Al mismo tiempo, la P8 no estimula la actividad
■1.4.
ATPasa dependiente de Mg’*, présente en el extracto ce-
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lular y en el pico de ClNa 0,15 M de la columna de DNA 
(nativo)“celulosa, mientras que es sabido que la acti­
na se une a la miosina y estimula su actividad ATPasa 
dependiente de Mg'" unas 20 veces (130). De estos re- 
sultados se deduce que la P8 tampoco parece ser actina.
La posibilidad de que la P8 fuese una proteîna 
similar a la proteîna del gen 32 del bacteriôfago T4, 
es decir, una "unwinding protein" que redujese la tem- 
peratura de fusiôn del DNA de doble banda y, por lo 
tanto, facilitase la desnaturalizaciôn del DNA, era 
muy sugestiva, debido a que las dos proteînas poseen 
una serie de caracterîsticas comunes, taies como su 
afinidad especîfica por DNA desnaturalizado, su abun- 
dancia en la célula, su peso molecular en presencia 
de SDS y su posible uniôn cooperative a DNA de una sola 
banda. Por lo tanto, se ensayô la capacidad de la P8 
de desnaturalizar distintas clases de polidesoxiribonu- 
cleôtidos de doble cadena : DNA de NIL-HSV, DNA de 029 
y poli (dA-dT), siguiendo la absorciôn a 260 nm de la 
mezcla DNA-P8. Sin embargo, en las distintas condicio­
nes empleadas no se pudo detectar un aumento de la ab­
sorciôn a 260 nm debida al efecto hipercrômico, asî 
como tampoco se observô una facilitaciôn de la renatu- 
ralizaciôn del DNA por la P8. Por lo tanto, la P8 no
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parece ser una proteîna con funciôn similar a la del 
gen 32 de T4. Es de destacar en relaciôn con esto que 
la P8 se une mâs débilmente a columnas de DNA(desna­
turalizado) -celulosa, que las "unwinding proteins" 
descritas tanto en procariôticos como en eucariôticos 
(82,87, 90,139), y ademâs posee la propiedad de que 
su interacciôn con el DNA desnaturalizado da lugar a 
la formaciôn de un complejo insoluble, cosa que no 
ocurre con las proteînas citadas anteriormente.
Por otro lado, no sabemos con certeza cual es 
la localizaciôn intracelular de la P8, aunque por ex- 
perimentos con nûcleos purificados en presencia de de- 
tergentes no iônicos, parece que la proteîna se encuen 
tra fundamentalmente en el citoplasma (191). Sin embar 
go, en estos experimentos no se pudo descartar la posi­
bilidad de que la P8,aün siendo nuclear, se escape de 
los nûcleos durante la preparaciôn de estos. La P8 po- 
drîa también existir en el nûcleo en una forma unida 
fuertemente a la cromatina, que no se solubilizase bajo 
las condiciones de extracciôn utilizadas hasta ahora. 
Para tratar de aclarar el problema de la localizaciôn 
intracelular de la P8 hemos preparado anticuerpos con­
tra la proteîna purificada, y estamos estudiando actual- 
mente su localizaciôn "in situ" por métodos de inmunofluores- 
cencia.
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Si mediante este iinétodo siguiera detectândose 
la P8 principalmente. en el citoplasma, se plantearîa 
la cuestiôn del significado de su interacciôn con el 
DNA. En principle cabrîan dos posibilidades.
La primera es que la P8 sôlo interaccionarîa 
con el DNA al destruirse la membrana nuclear durante 
la mitosis. Teniendo en cuenta la precipitaciôn que 
se produce al interaccionar el DNA con la P8, podrîa 
sugerirse que dicha proteîna jugase un papel en la 
condensaciôn cromosômica. En relaciôn con esta hipôte- 
sis cabe mencionar que los experimentos de Johnson y 
Rao (192) de fusiôn de células en distintas fases del 
ciclo celular demuestran que cuando se funden células 
en mitosis con células en interfase se produce una con 
densaciôn prematura de los cromosomas de estas ûltimas. 
Estos experimentos sugieren, ademâs, que una proteîna 
o proteînas podrîan jugar un papel en dicha condensa­
ciôn.
La segunda posibilidad es que la funciôn de la 
P8 esté relacionada, no con el DNA, sino con el RNA.Es 
sabido que el RNA se transcribe en el nûcleo en una for 
ma de alto peso molecular, que râpidamente aparece aso-
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ciado a proteîna formando unas partîculas que se han 
llamado "informosomas" (193,194). La parte proteica 
de estas partîculas esté constituîda por varias sub- 
unidades (20-40) de una proteîna mayoritaria que tie- 
ne un peso molecular de 33-40.000 daltones en presen­
cia de SDS. Se piensa que el RNA heterogéneo nuclear 
se procesa de esta forma y se transporta al citoplas­
ma como RNA mensajero (195). En el citoplasma, el RNA 
se encuentra también formando partîculas de ribonu- 
cleoproteîna, que pueden ser de dos clases: el mRNA 
asociado a los polisomas, que esté unido fundamental­
mente a una proteîna de unos 73.000 daltones por su 
extremo 3', donde se encuentra la cadena de poli A, y 
a otras proteînas por su extremo 5', proteînas que tie- 
nen pesos moleculares que van desde 50.000 hasta 130.000 
(196,197); por otro lado, se encuentra también en el 
citoplasma el mRNA que no esté asociado a los ribosomas, 
y que forma parte de unas partîculas de ribonucleopro- 
teîna similares a los "informosomas" del nûcleo, cuya 
parte proteica esté constituida por varias proteînas de 
pesos moleculares que varîan en el margen de 30.000 a
50.000 daltones (198 ).
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Ademâs, se ha descrito en el citoplasma de dis­
tintas células animales (hîgado de rata, reticulocitos 
de conejo y células HeLa) un factor de naturaleza pro­
teica con capacidad de uniôn a RNA y que podrîa parti- 
cipar en la formaciôn de los "informosomas" (199,200). 
Recientemente se ha encontrado que este factor estâ con^ 
tituido por varias proteînas, dos de las cuales, con
pesos moleculares de 36.000 y 42.000 daltones en presen­
cia de SDS, parecen ser las responsables de la uniôn al 
RNA. La proteîna de 42.000 posee la propiedad de formar 
un complejo insoluble con un DNA de alto peso molecular 
anadido a la fracciôn citoplâsmica (201). De lo expues- 
to anteriormente, y teniendo en cuenta la propiedad que 
tiene la P8 de unirse a RNA y a poli A, es atractiva la
posibilidad de que la P8 pudiera ser la proteîna que
forma parte de los "informosomas". Actualmente se estâ 
intentando purificar en nuestro laboratorio estas partî­
culas, tanto del nûcleo como del citoplasma de células 
NIL-HSV, con el fin de determiner si la P8 se encuentra 
en dichas partîculas.
C 0 N C L U s I 0 N E s
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1. Se ha desarrollado un método de purificaciôn en gran 
esçala de la proteîna 8 de la lînea establecida de 
fibroblastos transformados de hamster NIL-HSV. Este 
método permite obtener la proteîna en un grado de 
pureza que oscila entre el 95 y el 100%, con un rendi- 
miento de un 25-50%.
2. La P8 de cultives denses de NIL-HSV constituye mâs del 
1% de la proteîna celular total soluble, lo que corre^ 
ponde a un nûmero aproximado de 7,5 a 10 millones de 
moléculas de P8 por célula.
3. Se han estudiado algunas de las propiedades fîsicoquî- 
micas de la proteîna 8 purificada. El peso molecular 
de la P8 en condiciones disociantes es de unos 36.000 
daltones, mientras que, en estado nativo, se obtiene 
un valor de unos 120.000, lo que indica que la P8 na- 
tiva présenta una estructura oligomêrica que probable- 
mente es un tetrâmero. Por otra parte, se ha encontrado 
cierta evidencia de que las subunidades de la P8 no son 
idénticas. La P8 no tratada con mercaptoetanol da lugar 
a la apariciôn de dos bandas en electroforesis en gel 
de poliacrilamida en presencia de SDS, una de ellas con
mayor movilidad que la P8 reducida, lo que sugiere que
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alguna(s) subunidad(s) de la P8 posee (n) puentes disul- 
furo intracadena. Por otra parte, este experimento in­
dica que la P8 no présenta puentes disulfuro intercade- 
na. La P8 sometida a electroenfoque en plaça de poli­
acrilamida en presencia de urea se desdobla en dos ban­
das con puntos isoeléctricos de 7,5 y 7,7. También se 
ha determinado la composiciôn de aminoâcidos de la P8.
4. Se ha estudiado asîmismo las caracterîsticas de la in­
teracciôn de la P8 con los âcidos nucleicos. La P8 in- 
teracciona in vitro con el DNA desnaturalizado, tanto 
homôlogo como heterôlogo, pero no con DNA nativo. La 
proteîna se une también a RNA homôlogo heterogéneo y 
al polîmero sintético poli A. En todos los casos estu- 
diados, las grâficas de retenciôn a los filtros de ni- 
trocelulosa de los distintos âcidos nucleicos obede- 
cen a curvas fuertemente sigmoides, lo cual puede ser 
debido a que se necesita un nûmero mînimo de moléculas 
de proteîna para que el complejo proteîna-âcido nucleico 
quede retenido en el filtro, o bien a que la interacciôn 
de la P8 con los polinucleôtidos es de tipo cooperati­
ve. Los resultados obtenidos indican que la P8 présenta 
una afinidad especîfica por polinucleôtidos de una sola 
cadena aunque la interacciôn parece ser inespecîfica de
170
secuencia de bases.
5. La interacciôn de la P8 con el DNA desnaturalizado es 
un fenômeno muy râpido que depende fuertemente de la 
temperatura y de la fuerza iônica, siendo inhibida
4.J. 4.4.
por los cationes divalentes Mg’' y Mn’’. Estos resul­
tados sugieren que la interacciôn P8-DNA desnaturali­
zado es de naturaleza compleja, interveniendo en la 
misma tanto fuerzas electrostâticas como hidrofôbicas.
6. La interacciôn de la P8 con âcidos nucleicos de una 
sola banda da lugar a la formaciôn de un complejo in­
soluble, que, una vez formado es irreversible. El DNA 
que forma parte de este complejo estâ protegido par- 
cialmente del ataque por la DNasa I pancreâtica.
7. En la formaciôn del complejo insoluble P8-DNA desnatu­
ralizado, la relaciôn P8/DNA es un factor muy crîti- 
co: con una cantidad fija de proteîna, si se aumenta 
el nûmero de moléculas de DNA se produce una inhibi- 
ciôn en la formaciôn del complejo. Estos resultados 
parecen indicar que, para la formaciôn de dicho com­
plejo, se necesita un nûmero crîtico de moléculas de 
proteîna, por debajo de cual no ocurre la precipita­
ciôn del mismo.
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8. Se ha estudiado la estequiometrîa de la precipitaciôn 
del complejo P8-DNA desnaturalizado homôlogo, obte- 
niéndose un valor para la saturaciôn del DNA por la 
proteîna de 100 a 160 nucleÔtidos por cada molécula 
de proteîna, dependiendo del tamaho del DNA, ô de 15 
a 40 moléculas de proteîna por molécula de DNA. Este 
ûltimo valor représenta probablemente el nûmero mîni­
mo de moléculas de P8 que es necesario para precipi- 
tar una molécula de DNA, y parece ser independiente 
del tamaho de ésta.
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